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Imunoglobulinas são anticorpos secretados por células imunitárias em resposta a 
introdução de um antígeno. A imunoglobulina G (IgG) de origem humana, com alto grau 
de pureza, tem sido empregada como prescrição terapêutica para inúmeros casos de 
doenças malignas, infecciosas, auto-imunes e inflamatórias. Normalmente, a IgG é 
purificada através da precipitação com etanol seguida de cromatografia de afinidade 
com proteína A ou G imobilizada, no entanto, por apresentar alto custo, se faz 
necessário o desenvolvimento de técnicas de afinidade alternativas. Membranas, nas 
quais podem ser imobilizados os ligantes de afinidade, tornam-se uma alternativa aos 
géis tradicionais apresentando maior capacidade hidrodinâmica. Neste contexto, 
estudou-se o efeito da remoção do sal em diferentes sistemas tamponantes na 
purificação de IgG a partir do soro humano por cromatografia de afinidade com íons 
imobilizados (IMAC), para o módulo de membranas de fibras ocas de PEVA-CM-Asp-
Me2+, para os íons metálicos níquel e cobalto. De acordo com eletroforeses SDS-PAGE 
e análises de nefelometria das frações dos picos de proteína obtidos, a melhor 
condição utilizada para a purificação de IgG para os adsorventes PEVA-CM-Asp-Ni2+ e 
PEVA-CM-Asp-Co2+, foi em presença do sistema tamponante fosfato de sódio 25 mmol 
L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0 utilizando o aumento da concentração de imidazol 
como estratégia de eluição, alcançando pureza superior a 93% para ambos íons 
metálicos. Determinada a melhor condição de purificação, por meio das isotermas de 
adsorção, foi determinada a capacidade máxima de adsorção e a constante de 
dissociação dos complexos CM-Asp-Ni2+-IgG e CM-Asp-Co2+-IgG que, de acordo com o 
ajuste dos parâmetros pelo modelo de Langmuir e Langmuir-Freundlich, demonstraram 
boa capacidade de adsorção e constantes de dissociação características de sistemas 
utilizando ligantes pseudobioespecíficos. Para as filtrações em módulo de fibras ocas, 
construído em nosso laboratório, determinaram-se as curvas de ruptura, sendo que os 
resultados obtidos para as membranas finamente cortadas foram melhores que os 





Immunoglobulins are secreted by immune cells in response to the introduction of an 
antigen. Immunoglobulin G (IgG) obtained from human sources with high purity has 
been used as therapeutic prescription for many cases of malicious, infectious, 
autoimmune and inflammatory diseases. Typically, IgG is purified by precipitation with 
ethanol followed by affinity chromatography with immobilized protein A or G, however, 
due to its high cost, it is necessary to develop alternative techniques based on affinity. 
Affinity membranes, which may be immobilized on the affinity ligands, show a higher 
hydrodynamic capacity than typical gels. In this context, the effect of salt was studied in 
different buffer systems in the purification of IgG from human serum by Immobilized 
Metal-ion Affinity Chromatography (IMAC) for the module PEVA-CM-Asp-Me2+ using 
ions Ni2+ and Co2+. According to SDS-PAGE and nephelometric analysis fractions of 
protein peaks obtained, the best condition used for purification of IgG to the adsorbents 
PEVA-CM-Asp-Ni2+ and PEVA-CM-Asp-Co2+ was in the presence of sodium phosphate 
buffer system 25 mmol L-1 and 2 mmol L-1 imidazole at pH 7.0 using increasing 
concentration of imidazole as elution strategy, achieving a purity higher than 93% for 
both metal ions. The maximum adsorption capacity and dissociation constant of 
complexes CM-Asp-Ni2+-IgG and CM-Asp-Co2+-IgG by adsorption isotherms were 
determined on the best condition of purification and the adjustment of parameters by the 
Langmuir and Langmuir-Freundlich models, it demonstrated good adsorption capacity 
and dissociation constants characteristics of systems using pseudobioespecific ligands. 
For filtration in hollow fiber module, constructed in our laboratory, breakthrough curves 
were determined; also for the best condition of purification, and the results for finely 






CAPÍTULO 1: INTRODUÇÃO 
 
A imunoglobulina G (IgG) tem sido amplamente utilizada como prescrições 
terapêuticas intravenosas ou intramusculares (imunodeficiências congênita e adquirida), 
no tratamento de deficiências seletivas de anticorpos, doenças auto-imunes, Alzheimer 
e de alguns tipos de câncer; e, ainda em tecnologias baseada na afinidade específica 
como biosensores, imunodiagnósticos e imunocromatografia (Burnouf, 1995; Zamolo et 
al., 2008; Prasanna e Vijayalakshmi, 2010). 
Devido à alta demanda por estes bioprodutos, a otimização e o desenvolvimento 
de técnicas de purificação que aliem elevada pureza e minimizem os custos são de 
extrema relevância, uma vez que a purificação de IgG constitui entre 50-80% do custo 
global do processo de produção (Zamolo et.al., 2008; Roque et al., 2007). 
A cromatografia de afinidade tem como princípio as interações específicas entre 
a proteína e o ligante, sendo um dos métodos mais estudados para a purificação de 
IgG. Ligantes bioespecíficos como a Proteína A e a Proteína G são os mais utilizados 
em cromatografia de afinidade, devido a sua alta capacidade e seletividade na 
adsorção de IgG. No entanto, ligantes bioespecíficos além de serem moléculas grandes 
e de difícil imobilização nas matrizes cromatográficas, apresentam desvantagens como 
o alto custo de produção e contaminação do produto decorrente da hidrólise ou 
desprendimento destes ligantes da matriz cromatográfica (Burnouf e Radosevich, 2001; 
Champagne et al., 2007; Zamolo et al., 2008).  
Com o intuito de contornar os problemas citados acima, os ligantes 
pseudobioespecíficos têm sido visto como uma alternativa aos ligantes bioespecíficos, 
pois além de serem moléculas pequenas e de fácil imobilização, apresentam menor 
custo e melhor estabilidade física e química. Dentre estes ligantes, os íons metálicos 
níquel e zinco imobilizados na fase estacionária são os mais estudados para purificação 
de IgG por cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados (IMAC) (Vançan 
et al., 2002; Hale e Beidler, 1994; Kracalikova et al., 2006; Ribeiro et al., 2008; Bresolin 




A escolha da matriz cromatográfica é um passo importante na técnica de IMAC. 
Os géis tradicionais são amplamente utilizados como fase estacionária, porém, estes 
apresentam a desvantagem de serem compressíveis e apresentarem maior resistência 
à transferência de massa, devido à difusão existente nos poros. Uma alternativa aos 
géis tradicionais são as membranas porosas, que permitem a aplicação de altas vazões 
a pressões moderadas, em maior parte sem comprometimento da eficiência da 
purificação. Em sistemas em que as membranas de afinidade são aplicadas, a 
transferência de massa é governada principalmente pela convecção (Klein, 1991, 
Thommes e Kula, 1995; Haupt e Bueno, 2000; Bueno e Miranda, 2005; Roper e 
Lightfoot, 1995; Charcosset, 1998; Suck et.al., 2005). 
Outro fator importante em IMAC é a escolha do agente quelante, o tridentado 
ácido iminodiacético (IDA) é, tradicionalmente o mais utilizado, quelatando os metais 
hexacoordenados em três sítios de ligação, restando ainda três sítios para interagir com 
as biomoléculas. Quanto mais polidentado for o agente quelante, menor a capacidade 
de adsorção, porém apresenta maior seletividade na purificação. O agente quelante 
ácido aspártico carboximetilado (CM-Asp), classificado como tetradentado, quelata íons 
metálicos hexacoordenados em quatro sítios, restando dois remanescentes para 
interação com a biomolécula (Wong et al., 1991; Suen et al., 2003; Bresolin et al., 
2009). Estudos realizados por Bresolin et al (2010) demonstraram a potencialidade na 
utilização do agente quelante CM-Asp, utilizando o adsorvente PEVA-CM-Asp-Zn2+ 
(PEVA, álcool polietileno vinílico) na purificação do anticorpo monoclonal IgG1. 
Ribeiro (2006) estudou o efeito dos agentes quelantes na purificação de IgG 
humana por cromatografia em membranas de afinidade com os íons cobre e níquel 
imobilizados. Os resultados demonstraram alta potencialidade da aplicação desta 
técnica para purificação de IgG humana. O agente quelante CM-Asp quando quelatado 
ao íon níquel apresentou maior capacidade dinâmica de adsorção que o observado 
para o mesmo metal quelatado ao agente quelante IDA, tradicionalmente utilizado. Para 
o adsorvente PEVA-CM-Asp-Ni2+, os tampões utilizados foram Mops-acetato de sódio 
(MA), Mops-imidazol e Tris-HCl, na presença e ausência de sal, sendo a melhor 




entanto, é necessário um estudo sistemático do efeito do sistema tamponante e do sal 
(NaCl) na purificação de IgG a partir do soro humano empregando-se o adsorvente 
PEVA-CM-Asp-Ni2+. Como há uma escassez de trabalhos publicados na literatura de 
emprego da cromatografia em membranas de afinidade com íon metálico cobalto 




 Este trabalho tem como objetivo o estudo do efeito do sistema tamponante e do 
sal (NaCl) na purificação de imunoglobulina G a partir do soro humano, empregando a 
técnica de cromatografia de afinidade em membranas de fibras ocas com íons 
metálicos imobilizados (níquel e cobalto) ao agente quelante tetradentado CM-Asp. 
Parâmetros importantes para ampliação de escala, como capacidade máxima do 
adsorvente e constante de dissociação do complexo quelato metálico-IgG foram 
determinados. 
Para atingir este objetivo, foram propostas as seguintes etapas: 
1. Experimentos cromatográficos para a purificação de IgG a partir do soro 
humano em membranas de afinidade finamente cortadas com o íons metálicos 
níquel e cobalto imobilizados ao agente quelante CM-Asp, com o intuito de 
verificar o perfil de eluição da imunoglobulina G e determinar as condições 
ótimas de eluição em diferentes sistemas tamponantes na presença e ausência 
de sal. A seleção dos tampões foi baseada na estratégia de eluição por 
abaixamento de pH e por adição de agente competitivo. Foram empregados os 
sistemas tamponantes MA-imidazol, fosfato-imidazol, e Hepes-imidazol com e 
sem sal (NaCl) para estratégia de adição de agente competitivo. A eluição por 
decréscimo de pH foi avaliada em tampão Mops-acetato de sódio (MA). A 
avaliação da purificação de IgG foi feita através da determinação da pureza, do 




2. Determinação de curvas de ruptura (“breakthrough”) a diversas concentrações 
de soro humano, diluídos no tampão que apresentou melhor resultado tanto para 
o níquel quanto para o cobalto. As curvas de ruptura permitiram identificar 
problemas relacionados ao processo, tais como perdas e precipitação de 
proteínas durante o carregamento da solução de alimentação, além de 
determinar a capacidade do adsorvente nas condições utilizadas (parâmetro 
importante no escalonamento do processo);  
3. Determinação das isotermas de adsorção a 25ºC, utilizando membranas de 
afinidade e IgG de alta pureza para a determinação da constante de dissociação 
(Kd) do complexo CM-Asp-Me
2+-IgG e capacidade máxima de adsorção (Qm) de 
IgG nas membranas, para o níquel e cobalto imobilizados. Os modelos de 





CAPÍTULO 2: REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
 
2.1. Imunoglobulina G 
Os anticorpos têm um importante papel na defesa do organismo contra a invasão 
de agentes externos, patogênicos ou não. Quando um antígeno invade ou é injetado 
em um animal ou em um ser humano, os linfócitos B são ativados e se diferenciam em 
plasmócitos que sintetizam os anticorpos (imunoglobulinas) (Vlug e Remortel, 1989). As 
imunoglobulinas apresentam sítios de ligação que reconhecem e se ligam aos agentes 
invasores através de um sítio específico na estrutura do antígeno, resultando na 
neutralização e eliminação de microorganismos, vírus, bactérias e outras moléculas 
(Milstein, 1980; Newcombe e Newcombe, 2007).  
Quanto a sua constituição, podem ser policlonais (substâncias heterogêneas 
produzidas por diferentes células) e monoclonais (substâncias homogêneas produzidas 
por uma única célula ou seu clone) (Stryer, 1996; Augusto e Oliveira, 2001; Aragón, 
2008). Embora apresentem estruturas químicas diferentes, todos os anticorpos são 
específicos em menor ou maior grau para um determinante, e se ligam ao mesmo, 
porém com diferentes graus de afinidade (Augusto e Oliveira, 2001; Aragón, 2008). 
As imunoglobulinas (Igs) pertencem ao grupo das glicoproteínas (composição de 
82% a 98% de proteínas e de 4% a 8% de carboidratos) e diferem de tamanho, carga 
elétrica, composição de aminoácidos e conteúdo de carboidratos (Roitt et al., 1994; 
Vlug e Van Remortel, 1989). 
As Igs, quanto à estrutura e tamanho (Figura 2.1), apresentam duas cadeias 
polipeptídicas leves idênticas (CL) com massa molecular de 25 kDa, comum a todas as 
classes de imunoglobulinas e duas cadeias pesadas idênticas (CP) com massa 
molecular entre 50 e 70 kDa, que se apresentam de forma distinta em cada classe ou 
subclasse de Igs. As quatro cadeias polipeptídicas se mantêm unidas por ligações 
dissulfeto e por ligações não covalentes, estruturadas em forma de “Y” (Roque et al., 





Figura 2.1:  Estrutura da imunoglobulina G. (adaptado de Rowlands et al., 2007) 
A cadeia leve é classificada em dois tipos: kappa (κ) e lambda (λ). Esta 
classificação leva em consideração a diferença de aminoácidos, no entanto, não é 
conhecida nenhuma diferença funcional entre elas, podendo ser encontrada em todas 
as classes de Ig (nunca as duas na mesma molécula). Cada cadeia leve possui uma 
porção amino terminal, sítio de ligação do antígeno (Jawetz et al., 1998; Stites et al., 
1994; Holt et al., 2003). Nas cadeias pesadas, a porção N-terminal é encontrada no 
fragmento Fab, sítio de ligação do antígeno. A porção carbonila terminal encontra-se no 
fragmento Fc e não apresenta atividade de reconhecimento de antígeno, porém atua 
em diversas atividades biológicas como fixação de complemento e transferência 
placentária (Jawetz et al., 1998). 
A cadeia pesada apresenta massa molecular variável, ou seja, diferente para 
cada uma das classes de Igs, sendo classificadas como: γ na IgG, µ na IgM, α na IgA, δ 
na IgD e ε na IgE (Salvalaglio et al., 2009). Não só pela diferença estrutural, mas 
também pelas diferenças biológicas e antigênicas, as imunoglobulinas são classificadas 
em IgM, IgA, IgE, IgD e IgG (Alberts et al., 1997; Vlug e Van Remortel, 1989). 
Dentre as imunoglobulinas, a do tipo G é a mais abundante no plasma humano 
com concentração entre 6,6 mg/mL a 14,5 mg/mL (Gulich et al., 2000; Buchacher e 




2010). As regiões variáveis da IgG determinam a especificidade, diversidade e 
afinidade ao antígeno, enquanto as regiões constantes são responsáveis pelas funções 
efetoras e pelo controle do catabolismo (Liu et al., 2008). Dentro da classe IgG 
encontramos quatro subclasses: IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. Estas subclasses diferem pelo 
número e localização de pontes disulfídicas e por terem quatro cadeias pesadas, 
similares, sendo principalmente diferenciadas pela região flexível.  
A utilização de IgG para aplicações terapêuticas, diagnósticos e purificação de 
anticorpos e antígeno, implica em cuidados no processo de obtenção destas proteínas, 
ou seja, é necessário desenvolver e/ou otimizar processos de purificação que resultem 
em alta eficiência na purificação, elevada pureza e na atividade dos constituintes 
(Burnouf e Radosevich, 2001; Balvay et al., 2004; Prasanna e Vijayalakshmi, 2010). 
 
2.2. Purificação de IgG 
A purificação de IgG a partir de plasma ou soro humano é um processo 
complexo que consiste na separação e recuperação desta proteína dentre centenas de 
outros contaminantes (Martin, 2006). Os principais constituintes do plasma ou soro 
humano (quantitativamente) são: albumina (35 a 55 mg), IgG (8 a 18 mg), transferrina 
(2 a 4 mg), IgA (0,9 a 4,5 mg) e IgM (0,6 a 2,5 mg) (Andrada e Hlady, 1987). Além 
destas proteínas, o plasma humano possui outras proteínas em menores quantidades, 
tais como os fatores do complemento C3 e C4, fibrinogênio, fatores anti-hemofílicos 
(fator VIII e fator IX), dentre outras. 
Uma estratégia para a purificação de IgG a partir de soro humano é a 
precipitação de algumas proteínas enquanto outras são mantidas em solução (Martin, 
2006). O método de Cohn et al. (1946) é uma das técnicas de purificação de IgG 
baseada na precipitação desta proteína com etanol a frio. 
O método de Cohn tem como princípio a variação da solubilidade das proteínas 




Ao se utilizar este método, obtêm-se IgG contaminada com 0,5% de albumina e outras 
proteínas constituintes do plasma humano, em menores concentrações.  
De forma geral, o rendimento de IgG com alta pureza obtida por métodos de 
precipitação varia entre 3,5 e 4,2 g L-1 de plasma, sendo que a perda desta proteína nos 
sobrenadantes e coprecipitados varia de 40% a 50% (Buchacher e Iberer, 2006).  Além 
disto, a purificação de proteínas utilizando a precipitação envolve passos adicionais 
como filtração, centrifugação e aplicação de técnicas cromatográficas para alcançar a 
pureza requerida.  Desta forma, métodos seletivos, como os cromatográficos, têm sido 
estudados na intenção de se obter produtos com elevada pureza e rendimento em uma 
única etapa (Martin, 2006). 
Dentre os métodos cromatográficos destaca-se a cromatografia de afinidade na 
qual a adsorção é baseada na capacidade das biomoléculas de interagir seletivamente 
com os ligantes imobilizados em uma matriz cromatográfica. A purificação de IgG 
empregando técnicas de afinidade pode ser realizada por duas estratégias diferentes, 
ambas baseadas na estrutura. A primeira explora a especificidade da área de ligação 
com o antígeno (região Fab) e a segunda utiliza ligantes que apresentam afinidade pela 
região Fc da IgG como proteínas e aminoácidos (Huse et al., 2002; Verdoliva et al., 
2002).  
As proteínas A, G e L são os ligantes mais utilizados na purificação de anticorpos 
de diversas fontes e são classificados como ligantes bioespecíficos.Na Tabela 2.1 
encontra-se a fonte assim como a região de interação com a IgG das Proteínas A, G e L 
(Low et al., 2007). 
Tabela 2.1. Ligantes bioespecíficos obtidos a partir de bactérias. (Adaptado de Low et 
al., 2007) 
Proteína Fonte Região de interação 
Proteína A Staphylococcus aureus Interação com a região Fc  
Proteína G 
Grupos C e G 
streptococci Interação com as regiões Fc e Fab 
Proteína L 
Peptostreptococcus 




A utilização de ligantes bioespecíficos na purificação de IgG tem como principal 
vantagem a forte retenção das proteínas por estes ligantes (constante de dissociação 
(Kd) entre 10
-7 e 10-15 mol/L), o que implica em forte interação entre o complexo 
proteína-ligante (Hale e Beidler, 1994; Burnouf e Radosevich, 2001; Champagne et al., 
2007).  
Embora apresente resultados satisfatórios para purificação de IgG, os ligantes 
bioespecíficos apresentam algumas desvantagens: são moléculas grandes e de difícil 
imobilização na matriz cromatográfica, alto custo de produção, contaminação do 
produto pelo desprendimento ou hidrólise dos ligantes e diminuição da vida útil do 
adsorvente devido às condições drásticas de eluição (baixo valores de pH) 
(Vijayalakshmi, 1989; Anspach et al., 1996; Çanak et al., 2004).  
Neste contexto, os ligantes pseudobioespecíficos são uma alternativa aos 
bioespecíficos, pois estes ligantes interagem com as proteínas por meio de interações 
eletrostáticas, hidrofóbicas e de coordenação, não apresentando interações biológicas. 
Além disso, são moléculas pequenas, de fácil imobilização, baixo custo e a eluição 
ocorre normalmente em condições brandas, pois a constante de dissociação (kd) para 
os ligantes pseudobioespecíficos é da ordem de 10-2 a 10-6 mol/L (força de retenção 
menor que a observada para os bioespecíficos), embora sejam menos específicos 
(Vijayalakshmi, 1989; Çanak et al., 2004). 
Os principais ligantes pseudoespecíficos utilizados para purificação de IgG em 
cromatografia de afinidade são: aminoácidos (El-Kak e Vijayalaksmi, 1991, Bueno et al., 
1995a; Çanak et al., 2004; Sun et al., 2006), peptídeos (Fassina et al., 2001; Verdoliva 
et al., 2002; Yang et al., 2005; D'agostino et al. 2008; Naik et. al., 2011), ligantes 
tiofílicos (Boschetti et al., 2001; Coffinier et al., 2002) e quelatos metálicos (Vançan et 
al., 2002; Bayramoglu et al., 2006). 
A cromatografia com ligantes pseudobioespecíficos como os aminoácidos, por 
exemplo, L-histidina tem sido muito utilizada na purificação de IgG de diversas fontes e 




Naik e colaboradores (2011) utilizaram três diferentes hexapeptídeos em resinas 
comerciais na purificação de anticorpos monoclonais (humanizado e quimérico) a partir 
de fluídos do cultivo de células CHO. Para anticorpo monoclonal humanizado do tipo 
IgG4 foram utilizados os hexapeptídeos HWRGWV, HYFKFD e HFRRHL, sendo obtidos 
rendimentos de 85%, 86% e 84% e purezas de 95%, 93% e 95%, respectivamente. 
Para o quimérico do tipo IgG1, purificado utilizando somente o hexapeptídeo HWRGWV, 
obteve-se rendimento e pureza acima de 95%. Para fim de comparação, foram 
realizadas cromatografias com o ligante bioespecífico Proteína G, onde para o IgG4 
obteve-se rendimento de 78% e pureza similar a obtida para o ligante HWRGWV (95%), 
enquanto para IgG1 o rendimento e pureza obtidos foram de 82% e 96%. Nota-se que 
os valores obtidos para os ligantes pseudoespecíficos se assemelham aos obtidos com 
ligantes bioespecíficos, demonstrando a potencialidade da utilização destes ligantes. 
Os ligantes tiofílicos foram introduzidos por Porath et al. (1985). Estes ligantes 
apresentam estabilidade estrutural, alta capacidade e especificidade, são regenerados 
facilmente e apresentam baixo custo. Serres et al. (1995) e Finger et al. (1996) 
estudaram a adsorção de anticorpos monoclonais em ligantes tiofílicos, sendo que este 
ligante adsorvia preferencialmente os anticorpos monoclonais das subclasses IgG1, 
IgG2b e IgG3, quando comparado aos da subclasse IgG2a. Qian e colaboradores (2008) 
utilizaram uma matriz polimérica derivatizada com um ligante tiofílico paramagnético 
para purificação de IgG a partir de soro humano, recuperando, durante a eluição com 
KCl 0,8 mol L-1, 72% da IgG  com pureza de 98,4%. 
A cromatografia de afinidade com íons metálicos baseia-se na capacidade 
destes metais em se ligarem as proteínas de forma reversível por meio de ligações de 
coordenação. Esta técnica tem sido utilizada na purificação de IgG de diferentes fontes 
(Porath e Olin, 1983; Boden et al., 1995; Hale e Beidler, 1994; Vijayalakshmi, 1989; 
Vançan et al., 2002; Ribeiro et al., 2008; Bresolin et al., 2010; Prasanna e 






2.3. Cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados (IMAC) 
A IMAC consiste em uma técnica cromatográfica de separação e purificação de 
proteínas baseada na afinidade destas por íons metálicos quelatados a uma matriz 
sólida (Karmali, 2001; Chaga et al., 2001; Roque et al., 2007).  Basicamente a adsorção 
de proteínas em IMAC tem como base as ligações de coordenação entre os íons 
metálicos e os grupos doadores de elétrons presentes na superfície das proteínas 
(histidina, cisteína e triptofano) (Wong et al., 1991; Gaberc-Porekar e Menart, 2001; 
Chaga, 2001).  Além da interação metal-proteína, outras forças devem ser 
consideradas, tais como van der Waals, hidrofóbicas e eletrostáticas. É difícil 
determinar a contribuição relativa que cada tipo de interação exerce na adsorção das 
proteínas, desta forma, todas devem ser consideradas (Sharma e Agarwal, 2002; Ueda 
et al., 2003). 
Esta técnica tem sido utilizada na purificação de proteínas nativas ou 
recombinantes, peptídeos e ácidos nucléicos, por apresentar alta capacidade e 
estabilidade, baixo custo, dessorção em condições brandas e facilidade na ampliação 
de escala (Vijayalakshmi, 1989; Hochuli, 1988; Winzerling, 1992; Roque et al., 2007). 
A técnica de IMAC para purificação de proteínas apresenta algumas vantagens 
quando comparada com cromatografia de afinidade utilizando ligantes bioespecíficos. 
(Tabela 2.2) (Arnold, 1991). 
Tabela 2.2. Comparação entre IMAC e cromatografia de afinidade com ligantes 




Estabilidade do ligante Alta baixa 
Adsorção de proteína Alta baixa 
Condição de eluição branda drástica 
Seletividade média alta 
Custo baixo alto 
O sucesso na utilização de IMAC depende, em grande parte, da seleção de 
condições apropriadas para adsorção e dessorção. Diversos fatores devem ser 




matriz, do agente quelante, do íon metálico e a determinação das condições ótimas de 
adsorção e dessorção, favorecendo assim, a interação proteína-metal resultando em 
expressiva recuperação e seletividade da proteína de interesse (Wong et al, 1991; 
Winzerling, 1992; Suen et al., 2003; Gaberc-Porekar e Menart, 2001; Sharma e 
Agarwal, 2002; Ribeiro et al., 2008). 
 
2.3.1. Matriz cromatográfica 
Existe uma variedade de matrizes que pode ser utilizada em IMAC. A 
estabilidade do complexo formado entre o metal imobilizado e a proteína pode ser 
influenciada pela matriz escolhida (Wong et al., 1991). 
As propriedades geralmente requeridas para uma matriz cromatográfica são: alta 
hidrofilicidade e baixa adsorção não-específica, distribuição uniforme do tamanho e 
forma das partículas para melhor empacotamento na coluna, área superficial e 
porosidade altas, resistência mecânica, estabilidade em ampla faixa de pH e na 
presença de sais e solventes orgânicos e resistência a crescimento de microorganismos 
(Wong et al., 1991; Suen et al., 2003; Ngo, 2007; Gutiérres et al., 2007; Bresolin et al., 
2009).  
As matrizes cromatográficas geralmente utilizadas na técnica de IMAC (baixa 
pressão) são os géis de agarose, celulose e dextrana reticulada. O gel de agarose é 
amplamente utilizado, por apresentar estabilidade mecânica e química, enquanto que 
os géis de celulose e dextrana reticulada possuem aplicações limitadas devido ao 
tamanho da partícula (Wong et al., 1991). Por serem compressíveis, a utilização destes 
géis só se torna possível em sistemas que requerem baixo fluxo, sendo assim pouco 
utilizado industrialmente, pois apresentam baixa produtividade (Garbec-Porekar e 
Menart, 2001; Ngo, 2007; Gutiérres et al., 2007). 
Os adsorventes inorgânicos (por exemplo, óxido de titânio modificado para 
cromatografia de troca iônica e fibras ocas de vidro utilizadas em IMAC) apresentam 




comparado aos adsorventes orgânicos. No entanto, a distribuição dos poros, custo e 
capacidade de modificação da superfície (ativação e imobilização de ligantes) são 
fatores limitantes na utilização destes como matriz cromatográfica (Suen et al., 2003).  
Uma alternativa às matrizes citadas são as membranas porosas, que podem ser 
utilizadas como suporte para imobilização de ligantes (membranas de afinidade).  As 
membranas de afinidade apresentam como vantagem a possibilidade de operar a altas 
vazões, aliada a pressão moderada. Estas membranas podem ser obtidas a partir de 
diversos polímeros naturais ou sintético (por exemplo, celulose, 
álcoolpoli(etileno)vinílico (PEVA), copolímeros alifáticos entre outros) (Suen et al., 2003; 
Bresolin et al., 2009).  
 
2.3.2. Agente quelante 
A escolha do agente quelante é de extrema importância em IMAC.  Os grupos 
doadores de elétrons N, S e O que compõem a estrutura dos agentes quelantes 
(imobilizados na matriz cromatográfica) coordenam os íons metálicos formando 
quelatos metálicos (Gaberc-Porekar e Menart, 2001; Bresolin et al., 2009). Os sítios de 
coordenação que não foram quelatados são ocupados por moléculas de água, podendo 
ocorrer à troca por grupos doadores de elétrons da proteína (Porath et al., 1975; Chaga, 
2001; Roque et al., 2007). 
O ácido iminodiacético (IDA) é o agente quelante mais utilizado para a 
imobilização de íons metálicos em matrizes cromatográficas. IDA é um agente quelante 
tridentado, possui um átomo de oxigênio e dois átomos de nitrogênio, quelatando o íon 
metálico hexacoordenado em três sítios de coordenação, restando três sítios para 
interação com a proteína (Porath, 1988; Wong et al., 1991; Suen et al., 2003; Bresolin 
et al., 2009).  
Os agentes quelantes tetradentados como o ácido aspártico carboximetilado 
(CM-Asp), o tris-2(aminoetil)amina (TREN) e o ácido nitrilotriacético (NTA) quelatam o 




remanescentes para interação com a biomolécula (Wong et al., 1991; Suen et al., 2003; 
Bresolin et al., 2009). O agente quelante CM-Asp possui três átomos de oxigênio e um 
de nitrogênio para coordenação com o metal, formando três anéis quelato, sendo dois 
anéis constituído de cinco átomos e o anel restante por seis átomos. O CM-Asp 
apresenta três grupamentos carboxila de pKs inferiores a 3,0, indicando que a pH 
neutro, quando não quelatado ao metal, o CM-Asp apresente carga líquida negativa, 
pois apresenta ponto isoelétrico entre 2,0 e 4,0 (Sigma-Aldrich Technical Service). 
O agente quelante tris(carboximetil)etilenodiamina (TED) é pentadentado e 
quelata o metal em cinco sítios, apresentando elevada estabilidade na ligação de 
coordenação, principalmente com íons Ni2+ e Fe2+. A utilização deste agente quelante é 
recomendada quando as condições cromatográficas favorecem o desprendimento do 
íon metálico da coluna. Devido ao fato do complexo TED-Me2+ disponibilizar apenas um 
sítio de coordenação do íon metálico com a biomolécula, capacidade de adsorção é 
reduzida (Anspach et.al., 1996; Bresolin et al., 2009).  
 O número de ligações entre o agente quelante e o íon metálico determina a 
afinidade da proteína pelo adsorvente. A afinidade e capacidade de adsorção de 
proteínas em IMAC para os complexos Me2+-agente quelante segue a seguinte ordem: 
Me2+-IDA> Me2+-CM-Asp> Me2+-TED> Me2+-CM-TEPA 
Porém são de ordem exatamente inversa as características de afinidade dos íons 
metálicos pelos agentes quelantes imobilizados (Porath, 1988). 
 
2.3.3. Íon metálico 
Qualquer íon que apresente a capacidade de interagir com proteínas, pode ser 
utilizado em IMAC. A diferença de afinidade das proteínas pelos metais pode ser 
explicada, em parte, pelo princípio Hard and Soft Acids and Bases (HSAB) descrito por 
Pearson (1968). Segundo este princípio, quando dois átomos se ligam, um átomo se 
comporta como base de Lewis e o outro como ácido de Lewis. HSAB separa os íons 




(Tabela 2.3). A associação de ácidos e bases que apresentam o mesmo caráter (duro, 
intermediário ou mole), resulta em compostos estáveis, obedecendo ao princípio dos 
ácidos e bases duros e moles (Wong et l., 1991; Porath, 1988; Ueda et.al., 2003; 
Bresolin et al., 2009). 
Tabela 2.3. Classificação dos íons metálicos segundo o princípio HSAB. 
(Adaptado de Bresolin et al., 2009; Ueda et al., 2003). 
Classificação Íons metálicos Informações complementares 
Duro K+, Mg2+, Ca2+ e Fe2+ 
Coordenam estavelmente bases duras 
(principalmente átomos de oxigênio, 
nitrogênio alifático e fósforo). 
Intermediário Cu2+, Zn2+, Ni2+ e Co2+ 
Coordenam estavelmente bases 
intermediárias (principalmente átomos 
de nitrogênio aromático) e bases 
moles (principalmente átomos de 
enxofre). 
Mole Ag+ e Cu+ 
Coordenam estavelmente bases moles 
(principalmente átomos de enxofre). 
Sulkowski (1989) determinou regras de interação entre os resíduos de histidina 
acessíveis presentes na superfície de proteínas e peptídeos para IMAC1. E estas regras 
são válidas para as interações entre estes resíduos e agarose contendo IDA-Co2+, IDA-
Ni2+, IDA-Cu2+ e IDA-Zn2+, são elas: 
a. A ausência de resíduos de histidina na superfície da proteína está associada a 
não adsorção de proteínas em IDA-Me2+. 
b. A presença de um único resíduo de histidina na superfície da proteína é 
suficiente para a retenção desta em um gel IDA-Cu2+, no entanto a presença de 
dois resíduos de histidina intensifica a interação entre os resíduos disponíveis e o 
adsorvente IDA-Cu2+. 
c. A presença de dois resíduos de histidina na superfície da proteína é 
necessária para a retenção desta em um gel IDA-Ni2+. 
d.  A forte retenção de proteínas para IDA-Zn2+ e de IDA-Co2+ ocorre na 
presença de dois resíduos de histidina vicinais. Isto ocorre quando dois resíduos 
                                                           




de histidina estão espacialmente localizados em uma α-hélice e separadas por 
dois ou três aminoácidos. 
e. A retenção de uma proteína que possui dois resíduos histidina vicinais (efeito 
quelato) será mais forte, em todos os géis IDA-Me2+, que a retenção de uma 
proteína que possui dois resíduos histidina bem espaçados na estrutura 
tridimensional. 
A força de retenção dos metais de transição (intermediário) quelatados ao agente 
quelante IDA, segue a seguinte ordem: Cu2+> Ni2+ > Zn2+~Co2+. Um fator que deve ser 
levado em consideração é que a utilização de íons metálicos que apresentem maior 
retenção de proteína, não necessariamente resulta em maior seletividade, podendo 
ocorrer adsorção de impurezas (Sulkowski, 1989; Ueda et al., 2003).  
 
2.3.4. Adsorção e dessorção 
2.3.4.1. Adsorção 
A adsorção de proteína é resultado da combinação de interações eletrostáticas 
(iônica), hidrofóbicas e de coordenação. Além da escolha apropriada do quelante 
metálico a predominância de uma interação específica é determinada pela composição 
da fase móvel, ou seja, sistema tamponante, força iônica e pH (Sharma e Agarwal, 
2001; Bresolin et.al., 2009). 
A técnica de IMAC caracteriza-se pela utilização de altas concentrações de sal 
(0,1 a 4 mol/L) e também altos valores de pH (entre 7 e 8) ( Porath et al., 1975; 
Sulkowisk, 1985; Wong et al., 1991; Beitle e Ataai, 1992; Ueda et al., 2003; Gutiérres et 
al., 2007). 
A utilização de altas concentrações salinas nos tampões de adsorção inibe ou 
limita as interações eletrostáticas decorrentes das interações entre os aminoácidos 
presentes na superfície da proteína, que se encontram positivamente carregados e a 




na vizinhança, resultado da solvatação dos quelatos metálicos pelas moléculas de água 
(Porath e Olin, 1983; Vijayalakshmi, 1989).  
Além da concentração do sal deve-se levar em conta a natureza do sal utilizado, 
segundo Porath (1988) a contribuição do sal na adsorção das proteínas segue a 
seguinte ordem: 
fosfatos > sulfatos > acetatos > cloretos > nitratos > tiocianatos 
Os sais cloreto e sulfato de sódio são os mais utilizados em tampões para 
adsorção de proteínas em IMAC (Beitle e Ataai, 1992). 
Com as interações eletrostáticas suprimidas na presença de sal, a adsorção das 
proteínas na técnica de IMAC ocorre por ligação de coordenação, esta ligação é 
favorecida no pH em que os grupos doadores de elétrons na superfície da proteína se 
encontram parcialmente desprotonados. Para proteínas em que a histidina e cisteína 
são as principais vias de interação com o metal, isto ocorre em pH entre 6,0 e 8,0, 
quando da utilização dos metais Cu2+, Ni2+, Zn2+ e Co2+  (Sulkowski, 1985; Gaberc-
Porekar e Menart, 2001). 
Os sistemas tamponantes tradicionalmente utilizados em IMAC são fosfato de 
sódio, acetato de sódio e os zwiteriônicos (Good buffers) tais como MOPS (ácido 3-[N-
morfolino]propanossulfônico), MES (ácido 2-[N-morfolino]etanossulfônico}) e HEPES 
(ácido N-[2-hidroxietil]piperazina-N’-[2-etanolssulfônico]) (Winzerling et.al., 1992). A 









Tabela 2.4.  Características dos tampões utilizados em IMAC. (adaptado de 
http://www.vanderbilt.edu/AnS/Chemistry/Rizzo/stuff/Buffers/buffers.html) 
Tampão Estrutura Molecular pKa 
Faixa 
tamponante  




6,0 – 7,5 
Acetato de Sódio 
 
2,35 3,7 -5,6 
MOPS 
 
7,20 6,5 – 7,9 
MES 
 
6,15 5,8 – 6,5 
HEPES 
 
7,55 7,0 – 8,0 
Os tampões zwiteriônicos quando em pH menor que o pKa apresentam carga 
efetiva nula, o acetato e o fosfato de sódio, nas mesmas condições, encontram-se 
negativamente carregados. Os tampões preparados com fosfato de sódio e acetato de 
sódio, por apresentarem grupos doadores de elétrons, competem com a proteína pelo 




A dessorção das proteínas adsorvidas nas matrizes cromatográficas pode ser 




móvel ou pela adição de um agente competidor, por exemplo, imidazol que possua a 
propriedade de interagir com o metal. Porém outras duas vias de dessorção podem ser 
consideradas, utilizando um agente competidor forte (por exemplo, EDTA) que desloca 
o complexo metal-proteína e a eluição isocrática, que é a eluição das proteínas em 
condições constantes de composição do tampão (Sulkowski, 1985; Wong et al., 1991). 
Quando a dessorção ocorre pela adição de um agente competidor, esta 
substância compete com a proteína pelo sítio de ligação em que a proteína esta 
adsorvida, sendo, então, a proteína dessorvida em meio aquoso e o agente fica ligado à 
matriz (Wong et al., 1991; Beitle e Ataai, 1992). No caso da utilização do abaixamento 
de pH para a dessorção das proteínas, segundo Sulkowski (1989), alguns fatores 
devem ser cuidadosamente analisados.  
a. Utilização de eluições moderadas para evitar a perda de atividade da proteína de 
interesse; 
b. Pode ocorrer precipitação isoelétrica das proteínas dentro da coluna; 
c. Possível desprendimento do metal da coluna devido ao enfraquecimento da 
ligação entre o agente quelante e o metal. 
Após a etapa da eluição é necessário que a coluna passe pela etapa de regeneração, 
etapa em que a ocorre o desprendimento total dos metais ligados ao agente quelante, 
para que a coluna possa ser utilizada novamente com o mesmo ou outros metais. Em 
alguns casos a proteína de interesse interage fortemente com o metal, sendo o 
deslocamento do metal a única forma de removê-los da matriz, para isto é utilizado um 
agente forte, por exemplo, EDTA (Wong et al, 1991; Beitle e Ataai, 1992). 
 
2.4. Membranas de afinidade 
Várias técnicas de separação por afinidade têm sido desenvolvidas utilizando 
membranas de afinidade como matriz cromatográfica, sendo suas propriedades de 




Aquino et al., 2006; Boi et al., 2009). A cromatografia com membranas de afinidade 
apresenta algumas vantagens sobre as técnicas cromatográficas convencionais e tem 
sido vista como uma alternativa de grande potencial para purificação de bioprodutos 
(Castilho et al., 2000; Suen et al., 2003; Boi, 2007).  
A principal vantagem da utilização de membranas de afinidade como alternativa 
aos géis tradicionalmente utilizados em cromatografia está relacionada com a 
transferência de massa na adsorção da biomolécula. (Boi 2007). Nas membranas, o 
mecanismo de adsorção é controlado pela convecção, o que elimina a difusão 
intrapartícula e a queda de pressão, sendo a adsorção regida somente pela interação 
entre a proteína e o ligante, minimizando o tempo de processamento e aumentando a 
eficiência do processo (Dancette et al.,1999; Castilho et al., 2000; Charcosset, 2006; 
Vicente et al., 2008).  
Cromatografia em membranas de afinidade tem como princípio de separação a 
adsorção da biomolécula a um ligante imobilizado na superfície da membrana, 
principalmente, no interior dos poros (Nova et al.,2008; Castilho et al., 2000, Haupt e 
Bueno, 2000; Bueno e Miranda, 2005). Esta técnica tem como base a união de dois 
conceitos, filtração e afinidade.  A solução contendo a molécula de interesse passa 
através da membrana. Sendo assim, as moléculas ou partículas que não passam pelos 
poros, por serem grandes, são eliminadas na linha do retentado, enquanto as 
moléculas ou partículas menores, inclusive a de interesse, atravessam pelo interior dos 
poros onde o ligante está imobilizado (Castilho et al., 2000; Haupt e Bueno, 2000; 
Bueno e Miranda, 2005; Charcosset, 2006,).  
A utilização deste sistema proporciona, devido ao transporte convectivo dentro 
dos poros, a alimentação de grandes volumes por unidade de tempo, permitindo a 
operação em altas vazões e com pressões moderadas evitando a formação de 
caminhos preferenciais, favorecendo a ampliação para escala industrial (Klein, 1991; 
Charcosset, 1998; Aquino et al., 2006; Boi, 2007; Haupt e Bueno, 2000; Bueno e 




Para a utilização de membranas de afinidade como matriz cromatográfica elas 
devem apresentar algumas características. Quanto aos aspectos físicos devem 
apresentar porosidade com distribuição uniforme, permitindo assim que as moléculas 
penetrem nos poros e possam se ligar aos ligantes imobilizados na matriz. Em relação 
aos aspectos químicos, deve ser hidrofílica e neutra, para que não ocorra interação 
não-específica com as biomoléculas; deve ter grupos funcionais que permitam a 
ativação da membrana para a imobilização de ligantes; e sejam estáveis quimicamente 
em uma ampla faixa de pH, na presença de sais, solventes orgânicos, reagentes 
utilizados durante a ativação e nas etapas de cromatografia (adsorção, eluição e 
regeneração). No aspecto biológico, é essencial que a membrana seja biocompatível, 
principalmente, se for para uso extracorpóreo (Charcosset, 1998; Klein, 1991; Haupt e 
Bueno, 2000; Bayramoglu et al., 2006; Nova et al., 2008). 
Os materiais normalmente utilizados como matrizes cromatográficas para 
imobilização de ligantes são: celulose, acetato de celulose, polisulfona, 
poli(éter)sulfona, policaprolactama, poli(metil metacrilato), poli(hidroxietil dimetacrilato), 
poli(fluoreto) de vinilideno (PVDF), poli(éter-uretanouréia), álcool poli(etileno)vinílico 
(PEVA), álcool polivinílico (PVA), poliamida, polietileno e fibras de vidro (Haupt et al., 
1995; Suen et al., 2003; Sun  et al.,2006). 
A maior limitação na utilização de membranas de afinidade em cromatografia de 
afinidade é a não-uniformidade na distribuição do fluxo, devido ao grande valor da 
razão diâmetro/comprimento da coluna. Esta limitação pode influenciar de forma 
negativa na eficiência das membranas, podendo ser diminuído por meio de um projeto 
apropriado para distribuição do fluxo (Charcosset 2006). 
Yang e Chen (2002) estudaram a capacidade dinâmica de adsorção de IgG 
humana para as membranas de quitosana-celulose e um filtro de celulose com Proteína 
A imobilizada, sendo a capacidade de adsorção obtida igual a 14,9 mg mL-1 e 3,3 mg 
mL-1, para membrana e filtro, respectivamente. Jia et al. (1999) e Klein et al. (1994), 
obtiveram maiores capacidade de adsorção de IgG ao testar as membranas celulose-




capacidade dinâmica de adsorção de 21,5 mg mL-1 membrana e 32,1 mg mL-1 
membrana, respectivamente.  
No mesmo ano, Coffinier e colaboradores (2002) utilizaram membranas fibras 
ocas de álcool polietienovinílico (PEVA) com o ligante T-gel (ligante tiofílico) imobilizado 
para o estudo da purificação de IgG a partir do plasma humano, recuperando cerca de 
85% da IgG contaminada com uma pequena quantidade de albumina (<1%). 
Sun e colaboradores (2006) estudaram a capacidade de adsorção de IgG em 
membranas de fibra oca PVDF para utilização como matriz em cromatografia de 
afinidade utilizando como ligantes os aminoácidos L-Fenilalanina, L-Triptofano e L-
Histidina, obtendo IgG a partir do plasma humano com pureza de 83,9%, 76,7 e 80,2%, 
respectivamente.  
Serpa e colaboradores (2005) utilizaram membranas de fibras ocas (PEVA) para 
purificação do anticorpo monoclonal anti-TNP isotipo IgG1 por IMAC utilizando o agente 
quelante IDA com os íons metálicos Cu2+, Ni2+, Zn2+ e Co2+ imobilizados, sendo o 
melhor resultado obtido para o íon metálico zinco, alcançando fator de purificação 
acima de 15 e capacidade máxima de adsorção de 39,7 mg mL-1. 
Aquino e colaboradores. (2006) utilizaram IMAC com membranas de fibras ocas 
(PEVA) na purificação de proinsulina recombinante, utilizando o agente quelante IDA 
com os íons metálicos Cu2+, Ni2+, Zn2+ e Co2+ imobilizados, sendo que o melhor 
resultado foi obtido com o íon metálico níquel, que em termo de seletividade apresentou 
resultado semelhante ao obtido para o adsorvente Sepharose-IDA, no entanto 
apresentando menor capacidade de adsorção (3,68 mg g-1 contra 12,26 mg g-1). 
Ribeiro e colaboradores (2008) estudaram o efeito do agente quelante na 
purificação de IgG proveniente do plasma humano por IMAC com PEVA com o íon 
metálico Ni2+ imobilizado, sendo testados os adsorventes PEVA-IDA-Ni2+ e PEVA-
TREN-Ni2+.  Obteve-se capacidade máxima de adsorção de 204,6 mg g-1 membrana 




Bresolin e colaboradores (2010) utilizaram IMAC com PEVA como matriz e o 
agente quelante CM-Asp na purificação do anticorpo monoclonal anti-TNP isotipo IgG1. 
Obteve-se alta pureza eletroforética e fator de purificação de 85,9, sendo que a eluição 
ocorreu em condições brandas, não resultando em perda da capacidade de ligação 
com os antígenos. 
A aplicação de cromatografia em membranas de afinidade tem demonstrado 
potencialidade na purificação de bioprodutos, principalmente pela capacidade de 
adsorção convectiva. A aplicação de membranas de afinidade em escala industrial 
depende da sua eficiência em relação aos métodos já utilizados. Desta forma o 
entendimento dos fenômenos físicos e químicos que rege a adsorção e dessorção de 
proteínas por cromatografia em membranas de afinidade é essencial para a otimização 








Acrilamida, bis-acrilamida, decilsulfato de sódio (SDS), glicina e TEMED 
(BioAgency, Brasil). Ácido fosfórico (Ecibra, Brasil). EDTA, formaldeído, imidazol, Mops, 
sulfato de níquel, sulfato de cobalto, Tris (Merck, Alemanha). Glutaraldeído (Nuclear, 
Brasil).  Azul de bromofenol e ditiotrietol (PlusOne, Suécia). Albumina de soro bovino 
(BSA, 98% de pureza), glicerol, persulfato de amônio e soro humano (Sigma, EUA). 
Ácido acético, ácido cítrico, ácido clorídrico, etanol, hidróxido de sódio e metanol (Synth, 
Brasil). Azul de comassie brilhante G 250 (Vetec, Brasil). Para eletroforese, marcador 
de alta massa molecular contendo as seguintes proteínas: miosina 212 kDa, α2-
macroglobulina 170 kDa, γ-galactosidase 116 kDa, transferrina 76 kDa e desidrogenase 
glutâmica 53 kDa (Amersham Biosciences, EUA) o marcador de IgG (150 kDa) foi 
preparado a partir de IgG humana pré-purificada (Aventis Behring, Alemanha). Os 
demais reagentes utilizados foram de grau analítico. Utilizou-se água ultrapura Milli-Q 
(Millipore, EUA) para a preparação de todas as soluções. 
 
3.1.2. Matriz  
Nos experimentos cromatográficos utilizando membranas como suporte, foram 
empregadas membranas microporosas comerciais na configuração de fibras ocas de 
álcool polietilenovinílico (PEVA), da marca Kuraray Co (Japão), doadas pela Dra. Cécile 







Tabela 3.1. Especificações da membrana de PEVA. 
Diâmetro médio de poro 0,05 µm 
Tamanho nominal do poro 600 kDa 
Diâmetro interno da fibra 200 µm 
Diâmetro externo da fibra 240 µm 
Área superficial (1) 49,5 m2/g 
Espessura da parede da 20 µm 
Fonte:  Kuraray (Japão), exceto para (1) (Petsch et al. 1998). 
As membranas de PEVA foram removidas do cartucho comercial e finamente 
cortadas em tamanhos de aproximadamente 2 a 3 mm. A seguir, foram ativadas e o 
agente quelante CM-Asp foi imobilizado conforme procedimentos descritos nos itens 
3.2.1 e 3.2.2. Estes procedimentos foram realizados no Laboratório de Interação 
Molecular e Bioengenharia da UNICAMP. 
 
3.2. Métodos 
3.2.1. Ativação das membranas com epicloridrina 
As fibras foram retiradas do cartucho comercial de 1 m2 de área e foram 
finamente cortadas em pedaços de tamanho de aproximadamente 2 a 3 mm. Depois de 
serem embebidas em água, foram degaseificação utilizando uma bomba de vácuo, para 
que todo ar presente nos poros fossem removidos. A água foi esgotada vertendo o 
frasco. A ativação das membranas de fibras ocas de PEVA foi feita utilizando 
epicloridrina de acordo com o protocolo descrito por Hemdan e Porath (1985) e Serpa 
(2002). 
A ativação foi realizada em capela, onde foi colocado um frasco erlenmeyer de 
250 mL contendo as fibras (16 g de fibras filtradas a vácuo por 5 minutos) sobre um 
agitador magnético. Primeiro foram adicionados às fibras 5 mL do agente ativador 
epicloridrina e 50 mL de NaOH 2 mol L-1 contendo 0,266 g de boroidreto de sódio 
(NaBH4). Esta suspensão (fibras e solução) foi deixada sob agitação moderada e à 




simultaneamente, 50 mL de NaOH e 23,3 mL de epicloridrina, a uma vazão de, 
respectivamente, 0,27 e 0,13 mL min-1, para evitar o aumento de temperatura durante a 
reação. O passo seguinte foi deixar a suspensão (fibras e solução) sob agitação por um 
período de 16 horas a 25°C, tempo suficiente para a  reação ser completada, conforme 
Hemdam e Porath (1985).  Após este período, em capela, as fibras foram lavadas com 
água ultrapura até verificar o mesmo valor de pH para água ultrapura e para água de 
lavagem (descarte), indicando que todo o excesso de solução foi removido. 
 
3.2.2. Síntese e imobilização do CM-Asp 
A síntese do ácido aspártico carboximetilado (CM-Asp) foi realizada em duas 
etapas, como descrito em Mantovaara et al. (1991), que são: imobilização do ácido 
aspártico na matriz previamente ativada, seguido da carboxi-metilação. 
Imobilização do ácido L-aspártico 
Para a imobilização do ácido L-aspártico seguiu-se o mesmo protocolo aplicado 
na imobilização do ligante a partir de um grupamento amino em matriz ativada contendo 
oxirano. Primeiramente, foi realizada a lavagem da matriz com uma solução de 
NaHCO3/Na2CO3 2,0 mol L
-1, tendo como objetivo a remoção de toda água contida na 
matriz.  Preparou-se uma solução contendo 8,0 g de ácido L-aspártico adicionados a 50 
mL de uma solução aquosa de NaHCO3/Na2CO3 1,0 mol L
-1, tendo o pH ajustado para 
11,5, com pastilhas de NaOH. Em seguida, esta solução foi adicionada ao suporte e 
mantida sob agitação durante a noite. Após a imobilização, as membranas foram 
lavadas com água ultrapura, até que o pH da solução fosse igual ao pH da água. 
Carboxi-metilação 
Enquanto as membranas já contendo o ácido L-aspártico imobilizado foram 
lavadas com uma solução de NaHCO3/Na2CO3 1,0 mol L
-1, pH 10,5, foi preparada uma 
solução contendo 12,6 g de ácido bromo-acético em 30 mL de NaOH 4,0 mol L-1 e o pH 
foi ajustado para 10,5 com pastilhas de NaOH. Esta solução foi adicionada às 




metilação, as membranas foram lavadas com água ultrapura, até o pH da solução fosse 
igual ao pH da água. As membranas assim obtidas foram denominadas PEVA-CM-Asp. 
 
3.2.3. Experimentos cromatográficos em membranas de  afinidade 
Os ensaios cromatográficos em PEVA-CM-Asp-Ni2+ e PEVA-CM-Asp-Co2+ foram 
realizados para determinar o perfil de eluição da IgG nos sistemas tamponantes fosfato 
de sódio-imidazol, Hepes-imidazol, MA (MOPS e acetato de sódio)-imidazol e MA 
(Mops e acetato de sódio). Os tampões de adsorção utilizados foram: fosfato de sódio 
25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0, Hepes 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a 
pH 7,0, MA 25 mmol/L e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0 e MA 25 mmol/L a pH 7,0. Para 
os três primeiros foram adicionado 2 mmol L-1  de imidazol no tampão de adsorção, 
pois,  segundo Sulkowski (1996), a inclusão deste agente previne que durante a eluição 
as moléculas de imidazol adsorvam nos quelatos fazendo com que o pH fique entre 1 e 
2, devido a perda de um próton pelo imidazol. A coluna utilizada foi o modelo C 10/20 
(10 mm de diâmetro interno x 20 cm de altura, da GE Healthcare, EUA), preenchida 
com 5,0 mL (1,24 g massa seca) de membranas finamente cortadas (PEVA-CM-Asp) e 
conectada a um sistema de cromatografia de baixa pressão (BioRad, EUA). A coluna 
contendo o adsorvente foi alimentada, até a saturação, com uma solução a 50 mmol L-1 
de sulfato de níquel ou sulfato de cobalto e, em seguida, lavada com água ultrapura e 
tampão (maior concentração de agente competidor). Este procedimento visa remover o 
metal fracamente quelatado na matriz. Em seguida, o adsorvente foi equilibrado à 
temperatura ambiente a uma vazão de 0,5 mL min-1 com tampão adsorção. A eluição foi 
realizada por adição de agente competidor (imidazol) no tampão de adsorção em forma 
de gradiente degrau para os tampões de eluição: fosfato de sódio 25 mmol L-1 com 20, 
100 e 500 mmol L-1 de imidazol a pH 7,0, Hepes 25 mmol L-1  com 20, 100 e 500 mmol 
L-1  de imidazol a pH 7,0, MA 25 mmol L-1 com 20, 100 e 500 mmol L-1 de imidazol a pH 
7,0, e por abaixamento de pH para o tampão MA 25 mmol L-1 a pH 4,0. A adsorvente foi 
regenerado utilizando uma solução de EDTA a 100 mmol L-1 pH 7,0. A corrente de 
saída foi coletada durante todo o experimento em frações de volume de 2,0 mL. As 




(1976) e por nefelometria e aquelas com maior concentração de proteínas foram 
analisadas por eletroforese SDS-PAGE. Os experimentos foram realizados em 
duplicata. 
 
3.2.4. Quantificação de proteínas totais  
Para a determinação da concentração de proteínas totais nas frações coletadas 
durante a cromatografia foi utilizado o método descrito por Bradford (Bradford, 1976). 
Soluções padrões de albumina de soro bovino (BSA) foram utilizadas para a construção 
da curva de calibração. 
 
3.2.5. Eletroforese SDS-PAGE 
Com a intenção de determinar a pureza nas frações protéicas obtidas nas etapas 
cromatográficas, foi utilizada a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida sob 
condições desnaturantes e não redutora (SDS – PAGE). As análises foram realizadas 
no equipamento Mini Protean III (Bio Rad, EUA) utilizando gel de poliacrilamida (30% 
de acrilamida e 2,7% de bisacrilamida), conforme protocolo apresentado por Laemmli 
(1970), na concentração de 7,5 %. As frações de cromatográficas de cada etapa foram 
aquecidas a 100ºC por 10 minutos e alíquotas de 10 a 15 µL de cada amostra foram 
aplicadas aos géis. Os géis foram submetidos a uma voltagem de 180 V, em cubas 
verticais e a coloração foi realizada com nitrato de prata, conforme Morrissey (1981). 
 
3.2.6. Quantificação de IgG, IgM, Trf e Alb  
A quantificação de IgG, IgM, transferrina (Trf) e albumina (Alb) presente no “pool” 
das frações cromatográficas mais concentradas, foi realizada por nefelometria de 
acordo com o manual do nefelômetro Array Protein System 360 (Beckman Coulter, 
EUA). Este método se baseia no espalhamento da luz obtida pelos complexos 




luminoso incidente. A variação da intensidade do espalhamento de luz medido pelo 
nefelômetro é convertida em unidades de concentração (mg/dL). Cada proteína tem um 
limite de detecção, sendo 0,93 mg/dL, 0,69 mg/dL, 0,62 mg/dL e 0,35 mg/dL para IgG, 
IgM, transferrina (Trf) e albumina (Alb), respectivamente. 
 
3.2.7. Determinação das isotermas de adsorção 
As isotermas de adsorção foram determinadas através de experimentos em 
batelada, em duplicata e com soluções de IgG humana Aventis Behring (Alemanha) na 
temperatura de 25°C, com membranas finamente cortad as quelatada ao íon metálico 
utilizando o agente quelate CM-Asp. Em colunas de filtração (BAKER Disposable 
Filtration Columns, JT BAKER. EUA) com capacidade para 3,0 mL, 50 mg de massa 
úmida (12,5 mg de massa seca) de membranas foram equilibradas com tampão de 
adsorção fosfato de sódio 25 mmol L-1 contendo imidazol 2 mmol L-1 em pH 7,0. Em 
seguida, em cada coluna de filtração foi adicionado 1 mL de solução de IgG em tampão 
de adsorção em diferentes concentrações (0,5 a 40,0 mg mL-1). As colunas de filtração 
foram deixadas sobre agitação de 120 rpm e durante 16 h (tempo necessário para que 
o equilíbrio fosse atingido, determinado experimentalmente). Após este tempo, a 
solução foi analisada por espectrofotometria a 280 nm, sendo 1,4 o coeficiente de 
extinção utilizado para o cálculo da concentração de IgG no equilíbrio (C*). A massa de 






Onde C é concentração inicial de IgG adicionada no tubo, C* a concentração de 
IgG após no equilíbrio (mg  mL-1), V o volume adicionado no tubo (mL) e m a massa de 
adsorvente (g). Conhecendo os valores de Q* e C* utilizou-se o modelo de Langmuir 




capacidade máxima de adsorção (Qm) e constante de dissociação (Kd) complexo 
proteína-ligante imobilizado, segundo a Equação 3.2 (Langmuir, 1913): 
 
(3.2) 
Para o sistema em que o modelo de Langmuir não representou adequadamente 
os dados experimentais, foi utilizado o modelo de Langmuir-Freundlich (regressão não-
linear – Gauss-Marquardt). Por este modelo, determinaram-se os parâmetros 
capacidade máxima de adsorção (Qm)), a constante de dissociação aparente (Kd(LF)) do 
complexo proteína-ligante imobilizado e o coeficiente de Langmuir-Freundlich (n), 




3.2.8. Determinação da curva de ruptura 
As curvas de ruptura foram determinadas em módulos de fibras ocas contendo 
CM-Asp quelatado aos íons metálicos níquel e cobalto. A Figura 3.1 apresenta o 
esquema do módulo de fibras ocas de PEVA utilizado neste trabalho que foi construído 
em nosso laboratório. 
 




O módulo consiste em um tubo de vidro com duas saídas laterais (14 cm de 
comprimento e 1 cm de largura) onde foram introduzidas 150 fibras ocas de PEVA, 
retiradas do cartucho comercial (EVAL 5A, Kuraray, Japão), sendo as extremidades 
dessas fibras fixadas ao tubo por meio de uma resina epóxi, permanecendo aberto 
somente o espaço intracapilar (Figura 3.1). A área superficial (A) e o volume (V) 
ocupado pelas membranas são 113 cm2 e 0,248 cm3, respectivamente (Serpa (2002)).  
A ativação e imobilização do agente quelante CM-Asp foi realizada de acordo 
com Bueno et al.(1995), onde as membranas foram, primeiramente, lavadas com NaOH 
25 mmol L-1 em 4 modos, conforme Figura 3.2. 
 
Figura 3.2.  Esquema dos modos de lavagem das fibras ocas de PEVA contidas no 
módulo de filtração. (a) Frontal. (b) Lavagem Interna. (c) Espaço concha. (d) 
“Backflushing”. Adaptado de Serpa (2002). 
Para ativação com epicloridrina e imobilização do CM-Asp, as soluções e os 
tempos utilizados seguiram os procedimentos descritos nos itens 3.2.1 e 3.2.2. As 
soluções de lavagem, de ativação e imobilização foram bombeadas e recirculadas no 
módulo em modo tangencial, Figura 3.3, por uma bomba peristáltica. Feita a 
imobilização, o módulo foi lavado com água ultrapura nos 4 modos (Figura 3.2) até que 





Figura 3.3.  Esquema da montagem utilizada na ativação das membranas de PEVA 
contidas no módulo de filtração. Adaptado de Serpa (2002). 
Com o objetivo de determinar a curva de ruptura (“breakthrough”) e a capacidade 
de adsorção da IgG nas membranas contidas no módulo de filtração, foram realizados 
experimentos de filtração onde o módulo de fibras ocas foi conectado a um sistema de 
cromatografia de baixa pressão da marca Gilson (França) e a corrente de saída 
monitorada por um medidor de absorbância a 280 nm e coletada em um coletor de 







Figura 3.4. Esquema da montagem do experimento de filtração. (A) etapa de 
alimentação; (B) etapa de eluição e regeneração; (1) reservatório de solução; (2) 
bomba peristáltica; (3) módulo de filtração; (4) medidor de absorbância 280 nm; (5) 
coletor de frações e (6) registrador. Adaptado de Serpa (2002). 
O módulo PEVA-CM-Asp, foi lavado sequencialmente nos modos apresentados 
na Figura 3.2. Depois o módulo foi alimentado até a saturação com soluções de sulfato 
de níquel e sulfato de cobalto 50 mmol L-1 e, logo depois, lavado sequencialmente com 
água ultrapura nos quatro modos e com o tampão de maior concentração de imidazol, a 
fim de remover os metais fracamente quelatados. 
Em seguida as fibras do módulo foram equilibradas, à temperatura ambiente, a 
vazão de 1 mL min-1 com o tampão de adsorção fosfato de sódio 25 mmol L-1 e imidazol 
2 mmol L-1 a pH 7,0, em modo frontal. Então, preparou-se uma solução de 4,0 mL de 
soro humano nas diluições de 2,5 e 5,0 vezes no tampão de adsorção fosfato de sódio-
imidazol, sendo alimentado na coluna na vazão de alimentação (QA) de 1 mL min
-1, em 
modo tangencial, até a saturação da coluna. As vazões QA e Qf (vazão de filtrado) 
foram mantidas constantes e na razão de 0,5 (Serpa et. al., 2005). 
As correntes de saída do filtrado e retentado foram coletadas separadamente em 
frações de 1,0 mL, sendo que a de filtrado foi monitorada a 280 nm durante toda 
alimentação. Após a saturação da coluna, o módulo de fibras ocas foi lavado com o 





Para a eluição foi utilizado à estratégia de aumento da concentração de imidazol, 
sendo as concentrações de 20, 100 e 500 mmol L-1 de imidazol, no modo tangencial, 
sendo coletadas em frações de 2,0 mL.  O módulo foi regenerado com EDTA 100 mmol 
L-1 e depois lavado com água ultrapura. As frações foram quantificadas pelo método de 
Bradford e aquelas que correspondem às etapas de alimentação e aos picos obtidos 
durante a etapa de eluição foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE. A 
quantificação de IgG, IgM, Albumina e transferrina foi obtida por nefelometria, das 




CAPÍTULO 4: RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Os resultados apresentados neste capítulo referem-se ao estudo do efeito do 
sistema tamponante, da remoção do sal e do íon metálico na adsorção e purificação de 
IgG humana por cromatografia em membranas de fibra oca de álcool poli(etileno)vinílico 
(PEVA) com íons metálicos Ni2+ e Co2+ imobilizados ao agente quelante ácido aspártico 
carboxi-metilado (CM-Asp). Esse estudo foi dividido em três etapas. A primeira etapa 
compreendeu o estudo do sistema tamponante, da remoção de sal (NaCl) e do íon 
metálico na purificação de IgG a partir de soro humano diluído 5,0 vezes em diferentes 
sistemas tamponantes, para os íons metálicos níquel e cobalto. Na segunda etapa 
determinou-se isotermas de adsorção de IgG para o adsorvente PEVA-CM-Asp com os 
íons metálicos níquel e cobalto imobilizados, na melhor condição obtida na primeira 
etapa, com a finalidade de determinar os parâmetros capacidade de adsorção e 
constante de dissociação do complexo CM-Asp-Ni2+-IgG e CM-Asp-Co2+-IgG. A terceira 
etapa consistiu na obtenção de curvas de ruptura para a melhor condição obtida na 
primeira etapa, tanto para o níquel quanto para o cobalto, com o soro humano nas 
diluições de 2,5 e 5,0 vezes, a fim de identificar problemas relacionados ao processo, 
tais como perdas e precipitação de proteínas durante o carregamento da solução de 
alimentação, além de determinar a capacidade do adsorvente nas condições utilizadas. 
 
4.1. Estudos do efeito tamponante, do íon metálico e do sal (NaCl) na purificação 
de IgG a partir de soro humano utilizando os adsorv entes PEVA-CM-Asp-Ni 2+ e 
PEVA-CM-Asp-Co 2+ 
O estudo do efeito da remoção de NaCl 1,0 mmol L-1 (Porath et al., 1975) na 
adsorção de IgG a partir de soro humano foi realizado com os seguintes sistemas 
tamponantes: MA 25 mmol L-1 a pH 7,0; MA 25 mmol L-1, imidazol 2 mmol L-1  a pH 7,0; 
fosfato de sódio 25 mmol L-1, imidazol 2 mmol L-1  a pH 7,0 e Hepes 25 mmol L-1, 
imidazol 2 mmol L-1  a pH 7,0. A eluição foi realizada utilizando duas estratégias: 




demais sistemas tamponantes estudados. As duplicatas e cromatogramas dos 
experimentos encontram-se no Anexo A e B, respectivamente. 
Na presença de sal, a interação entre proteínas e o quelato metálico ocorre 
majoritariamente por ligações de coordenação e estas ligações são favorecidas no pH 
em que os resíduos de histidina (principal via de interação proteína-quelato metálico) 
encontram-se desprotonados, ou seja, em pH maior que seu pKa (∼6,5) (Porath, 1975).  
As massas de proteína total adsorvidas na presença e ausência de sal, para os íons 
metálicos níquel e cobalto, estão apresentadas na Figura 4.1, e os perfis eletroforéticos 
encontram-se nas Figuras 4.2 para o níquel e 4.3 para o cobalto. 
 
 
Figura 4.1. Capacidade de adsorção em termos de proteínas totais do soro humano para os 
sistemas tamponantes estudados. (a) PEVA-CM-Asp-Ni2+. (b) PEVA-CM-Asp-Co2+. ( ) 
















Figura 4.2.  Perfis eletroforéticos das frações obtidas das cromatografias do soro humano 
diluído nos sistemas tamponantes indicados em PEVA-CM-Asp-Ni2+. Eluição: a) Estratégia 
abaixamento de pH. M – Marcador de massa molecular. L – Lavagem. E – Eluição. R – 
Regeneração. IgG – Marcador de IgG. b) Aumento da concentração de imidazol. M – Marcador 
de massa molecular. L – Lavagem. E1 – Frações da Eluição 1. E2 – Frações da Eluição 2. E3 – 















Figura 4.3.  Perfis eletroforéticos das frações obtidas das cromatografias do soro humano 
diluído nos sistemas tamponantes indicados em PEVA-CM-Asp-Co2+. Eluição: a) Estratégia 
abaixamento de pH. Legenda: M – Marcador de massa molecular. L – Lavagem. E – Eluição. R 
– Regeneração. IgG – Marcador de IgG. b) Aumento da concentração de imidazol. Legenda: M 
– Marcador de massa molecular. L – Lavagem. E1 – Frações da Eluição 1. E2 – Frações da 





Observa-se que a remoção do sal promoveu o aumento da capacidade de 
adsorção para todos os sistemas tamponantes estudados, tanto para o níquel quanto 
para o cobalto (Figura 4.1). Esperava-se que na presença de sal, ocorresse o 
favorecimento na adsorção seletiva de IgG devido à minimização das interações não 
específicas do tipo hidrofóbica e/ou eletrostática, favorecendo as ligações de 
coordenação entre o quelato metálico e os grupos doadores de elétrons (por exemplo, 
histidina) presentes na superfície da proteína.  
Para todos os sistemas tamponantes estudados na presença de sal, o níquel 
apresenta maior capacidade de adsorção de proteínas totais que o cobalto, chegando a 
uma diferença de 65,3%, no caso dos sistemas tamponantes MA.  Segundo Sulkowski 
(1989), a força de retenção de proteínas, quando os metais níquel e cobalto são 
quelatados ao agente quelante IDA é Ni2+ > Co2+. Na presença de sal e do agente 
quelante CM-Asp esta mesma ordem foi verificada. A diferença na capacidade de 
adsorção do Ni2+ em relação ao Co2+ varia de 35,2% a 65,3%, para os sistemas 
tamponantes Hepes-imidazol e MA, respectivamente (Figura 4.1). 
Na ausência de sal, exceto para o sistema tamponante MA-imidazol, observou-
se a ordem proposta por Sulkowski (1989), Ni2+ > Co2+. No entanto, a diferença entre as 
capacidades de adsorção de proteína total foi menor (entre 1,6% e 58,4% para os 
tampões Hepes-imidazol e MA, respectivamente) (Figura 4.1). Para o sistema 
tamponante MA-imidazol, a capacidade de adsorção de proteína total para o cobalto foi 
17,8% maior que a observada para o níquel (Figura 4.1). 
Quanto à seletividade, observa-se nos perfis eletroforéticos apresentados nas 
Figuras 4.2 e 4.3, a presença de impurezas (outras proteínas do soro humano, tais 
como albumina (Alb) e transferrina (Trf)) nas frações de eluição, nas duas estratégias 
de eluição utilizadas. Outros autores também obtiveram baixa seletividade na 
purificação de IgG a partir de diferentes fontes utilizando íons metálicos imobilizados 
(soro e plasma humano e sobrenadante de cultura celular)  quando na presença de sal 




A seletividade e a capacidade de adsorção de IgG dependem, além do quelato 
metálico imobilizado na matriz cromatográfica, das forças físico-químicas que regem a 
adsorção de proteínas, que podem ser minimizadas ou maximizadas dependendo da 
composição da fase móvel (Bresolin et al., 2009). Na ausência de sal, o quelato 
metálico atua como um pseudocátion favorecendo as interações eletrostáticas 
(Zachariou e Hearn, 2000). 
 
Eluição por abaixamento de pH 
O tampão Mops-acetato de sódio (MA), mesmo em pH neutro, apresenta carga 
predominantemente negativa, pois embora o Mops (pKa 7,2) em pH 7,0, apresente 
carga líquida nula devido ao seu caráter zwiteriônico (pH < pKa), o acetato de sódio 
(pKa 2,35), encontra-se negativamente carregado. De acordo com a Figura 4.2a e 4.3a, 
para níquel e cobalto, respectivamente, não foi verificado a recuperação de IgG livre de 
impurezas; nota-se a presença de Alb e Trf nas frações de eluição e regeneração, tanto 
na presença quanto na ausência de sal.  
No que concerne a força de retenção, as Figuras 4.4 e 4.5 demonstram o perfil 
das etapas de eluição e regeneração das proteínas adsorvidas na presença e ausência 
de sal, para os íons metálicos níquel e cobalto, respectivamente. Na presença de sal, 
79,2% e 73,3% das proteínas adsorvidas foram removidas da coluna durante a etapa 
de eluição a pH 4,0 para níquel e cobalto, respectivamente, contrariamente ao 
observado na ausência de sal onde mais de 97% das proteínas adsorvidas foram 
eluídas durante a etapa de regeneração com EDTA, para ambos íons metálicos. Com o 
abaixamento de pH da fase móvel para 4,0, tem-se a protonação dos resíduos de 
histidina e o rompimento das ligações de coordenação formadas entre o quelato 
metálico e a proteína, consequentemente, favorecendo a dessorção (Porath, 1988; 
Ueda et al., 2003). O EDTA é um agente quelante forte, que elui as proteínas 
adsorvidas na matriz através do deslocamento da ligação Me2+-IgG, sendo necessário 





Figura 4.4.  Perfil de eluição das proteínas adsorvidas para o sistema tamponante MA utilizando 
a estratégia de eluição por abaixamento de pH para o adsorvente PEVA-CM-Asp-Ni2+. ( ) E. 
Eluição: pH 4,0 ( ) Regeneração: EDTA 100 mmol L-1. 
 
Figura 4.5.  Perfil de eluição das proteínas adsorvidas para o sistema tamponante MA utilizando 
a estratégia de eluição por abaixamento de pH para o adsorvente PEVA-CM-Asp-Co2+. ( ) E. 
Eluição: pH 4,0 ( ) Regeneração: EDTA 100 mmol L-1. 
A estratégia de eluição por abaixamento de pH não foi eficaz para a purificação 
de IgG a partir do soro humano. Embora na presença de sal a maior parte das 
proteínas adsorvidas tenham sido eluídas, não foi verificado seletividade para IgG. 





Eluição por aumento da concentração de imidazol 
O imidazol é um agente competidor, competindo fortemente com a proteína pelo 
sítio de ligação. Segundo Sulkowski (1996), para utilizar o imidazol como agente 
competidor na eluição de proteínas em IMAC, é necessário saturar os quelatos livres 
com imidazol na etapa de equilíbrio da coluna, pois durante a etapa de dessorção este 
agente adsorve nos quelatos metálicos perdendo um próton, originando uma zona de 
pH muito baixa (entre 1 e 2). A adição de imidazol no tampão de equilíbrio assegura 
que a eluição das proteínas acorreu devido ao aumento de sua concentração e não 
pelo abaixamento do pH. A fim de evitar este fenômeno, foi adicionado aos tampões de 
equilíbrio 2,0 mmol L-1 de imidazol. 
A adição do agente competitivo imidazol ao tampão MA (MA-imidazol) na 
ausência de sal, desfavoreceu a adsorção de proteínas do soro humano (diferentes de 
IgG) no quelato metálico tanto para o níquel quanto para o cobalto, como pode ser 
verificado nas Figuras 4.2b e 4.3b, respectivamente. A presença de imidazol e NaCl 
não proporcionou seletividade na adsorção de IgG (Figuras 4.2b e 4.3b), tendo-se 
observado Alb e Trf nas frações eluidas, tanto para o níquel quanto para o cobalto.  
Para ambos íons metálicos, observa-se maior seletividade na adsorção de IgG 
para o sistema tamponante MA-imidazol (Figuras 4.2b e 4.3b) quando comparado ao 
mesmo sistema tamponante na ausência deste agente competidor (Figuras 4.2a e 
4.3a). As frações eluídas utilizando como estratégia o aumento da concentração de 
imidazol, apresentaram menos impurezas (apresentando albumina, transferrina e outras 
proteínas do soro), tanto para o níquel quanto para o cobalto (Figura 4.2b e 4.3b). 
Neste caso as moléculas de imidazol adicionadas no tampão de adsorção por se 
ligarem aos quelatos metálicos (agente competidor), provavelmente desfavoreceram a 
formação de ligações de coordenação entre as proteínas do soro e o quelato metálico, 
aumentando a seletividade. Quanto à IgG humana, por apresentar uma ampla faixa de 
pI (entre 4,3 e 9,9, Prin et al., 1995), pode estar ocorrendo interações mistas (mixed-
mode chromatography, Majors et al., 2009)  entre o quelato e IgG, tais como ligações 




Bresolin e colaboradores (2010) ao utilizar o tampão competitivo Tris-HCl sem adição 
de NaCl para purificação do anticorpo monoclonal anti-TNP, isotipo IgG1.  
Para o íon metálico níquel, foi observada uma diminuição na capacidade de 
adsorção das proteínas do soro para o sistema tamponantes MA-imidazol (3,33 mg) 
quando comparado àquela sem adição de imidazol no tampão de adsorção (8,83 mg). 
No entanto, para o íon metálico cobalto, observou-se que na ausência de sal e 
presença de imidazol a capacidade de adsorção foi maior que a observada na ausência 
de sal e imidazol (4,22 mg e 3,67 mg, respectivamente) (Figura 4.1).  
Quanto ao tampão fosfato (pKa1, pKa2 e pKa3 iguais a 2,12 e 7,20 e 12,67, 
respectivamente), este apresenta grupo químico capaz de competir fracamente pelo 
sítio de adsorção de proteínas em IMAC (Chottard et al., 1992). No entanto, o fosfato de 
sódio é classificado como base dura e os íons Ni2+ e Co2+ como ácidos intermediários 
(segundo definições de ácido-base de Lewis) formando assim complexos e 
coordenação pouco estáveis (Pearson, 1968). Serpa (2002), utilizando o tampão fosfato 
de sódio sem a adição de imidazol, verificou que este tampão não proporcionou 
adsorção seletiva de anticorpos monoclonais a partir de sobrenadante de cultura celular 
em PEVA-IDA-Ni2+ (eluição por abaixamento de pH), apresentando baixo grau de 
pureza dos anticorpos. 
Este tampão na presença de NaCl e imidazol apresentou baixa capacidade de 
adsorção de proteínas totais (1,6 mg para o níquel e 0,73 mg para o cobalto) associada 
a baixa seletividade na adsorção de IgG (Figura 4.2b e 4.3b, níquel e cobalto, 
respectivamente), constatando-se a presença de Alb, Trf e outras proteínas do soro 
humano na primeira eluição (20 mmol L-1). 
A remoção do sal proporcionou maior capacidade de adsorção na presença de 
fosfato de sódio-imidazol (Figura 4.1), associado à maior seletividade na purificação de 
IgG (Figura 4.2b e 4.3b). Nesta mesma condição, observa-se homogeneidade 
eletroforética maior para o íon cobalto quando comparado ao níquel (Figuras 4.2b e 
4.3b), no entanto, a capacidade de adsorção para o íon metálico níquel é maior que a 




O tampão Hepes, assim como o Mops, é classificado como zwiteriônico, sendo 
que o Hepes apresenta carga líquida nula em pH abaixo de 7,55 (pKa igual a 7,55). 
Observa-se alta capacidade de adsorção na ausência de sal, tanto para níquel quanto 
para o cobalto (5,56 mg e 5,47 mg, respectivamente), valores maiores que os obtidos 
para os outros sistemas tamponantes na presença de imidazol apresentados 
anteriormente (Figura 4.1).  No entanto, não foi possível obter IgG eletroforeticamente 
homogênea pois outras proteínas do soro, tais como Alb e Trf, foram adsorvidas 
(Figuras 4.2b e 4.3b) 
Para o tampão Hepes, nas duas condições experimentais empregadas (sem e 
com adição de sal no tampão de adsorção), tanto para o níquel quanto para o cobalto, 
não foi possível obter IgG eletroforeticamente homogênea pois outras proteínas do 
soro, tais como Alb e Trf, foram adsorvidas (Figuras 4.2b e 4.3b). Provavelmente as 
proteínas do soro humano quando alimentadas na coluna cromatográfica diluídas no 
tampão Hepes-imidazol contendo 1,0 mol L-1 de NaCl  interagiram com o quelato 
metálico por ligações de coordenação. Observa-se menor massa de proteína adsorvida 
nesta condição (1,39 mg para o níquel e 0,90 mg para cobalto) quando comparada à 
condição sem sal, o aumento observado na ausência de sal pode estar relacionado a 
adsorção das proteínas no quelato metálico por interações mistas (eletrostáticas e 
ligações de coordenação). 
 
Força de retenção de proteínas em PEVA-CM-Asp-Ni 2+ e PEVA-CM-Asp-Co 2+ 
No que concerne à força de retenção, as Figuras 4.6 e 4.7 apresentam os perfis 
de eluição para o níquel e as Figuras 4.8 e 4.9 para o cobalto, para os sistemas 
tamponantes estudados para eluição por aumento da concentração de imidazol, na 






Figura 4.6.  Perfis de eluição de proteína total para os sistemas tamponantes na presença de 
sal utilizados na estratégia de eluição por aumento da concentração de imidazol para o 
adsorvente PEVA-CM-Asp-Ni2+. ( ) E1: eluição com 20 mmol L-1 ( ) E2: eluição com 100 mmol 
L-1 ( ) E3: eluição com 500 mmol L-1 ( ) Regeneração: EDTA 100 mmol L-1. 
 
 
Figura 4.7.  Perfis de eluição de proteína total para os sistemas tamponantes na ausência de 
sal utilizados na estratégia de eluição por aumento da concentração de imidazol para o 
adsorvente PEVA-CM-Asp-Ni2+. ( ) E1: eluição com 20 mmol L-1 ( ) E2: eluição com 100 mmol 





Figura 4.8.  Perfis de eluição de proteína total para os sistemas tamponantes na presença de 
sal utilizados na estratégia de eluição por aumento da concentração de imidazol para o 
adsorvente PEVA-CM-Asp-Co2+. ( ) E1: eluição com 20 mmol L-1 ( ) E2: eluição com 100 
mmol L-1 ( ) E3: eluição com 500 mmol L-1 ( ) Regeneração: EDTA 100 mmol L-1. 
 
 
Figura 4.9.  Perfis de eluição de proteína total para os sistemas tamponantes na ausência de 
sal utilizados na estratégia de eluição por aumento da concentração de imidazol para o 
adsorvente PEVA-CM-Asp-Co2+.  ( ) E1: eluição com 20 mmol L-1 ( ) E2: eluição com 100 
mmol L-1 ( ) E3: eluição com 500 mmol L-1 ( ) Regeneração: EDTA 100 mmol L-1. 
Verifica-se que a estratégia de eluição por aumento da concentração de imidazol 
foi suficiente para eluir mais de 93% das proteínas adsorvidas, tanto na presença 
quando na ausência de sal,  para ambos os íons metálicos, com exceção do cobalto, 
que para o tampão MA na presença de sal, a adição de imidazol eluiu apenas 73,3% 




presença de sal, baixa concentração de imidazol (20 mmol L-1) já foi suficiente para eluir 
a maior parte das proteínas adsorvidas (para o níquel 68,5%, 86,2% e 65,5% e para o 
cobalto 48,1%, 58,9% e 62,2%, para os sistemas tamponantes MA-imidazol, fosfato de 
sódio-imidazol e Hepes-imidazol, respectivamente). Enquanto que na ausência de sal, 
observa-se que a maior parte das proteínas adsorvidas foram eluídas na concentração 
de 100 mmol L-1, para ambos íons metálicos (níquel 51,9%, 50,0% e 79,1% e para o 
cobalto 55,4%,  64,8% e 72,9%, para os sistemas tamponantes MA-imidazol, fosfato de 
sódio-imidazol e Hepes-imidazol). 
Selecionou-se, dentre os sistemas tamponantes estudados na ausência de sal, 
aqueles que propiciaram maior seletividade na adsorção de IgG baseado nos perfis 
eletroforéticos, a saber: MA-imidazol, Fosfato-imidazol e Hepes-imidazol para o níquel e 
MA-imidazol e Fosfato de sódio-imidazol para o cobalto. As frações cromatográficas de 
alimentação, lavagem e eluição foram analisadas por nefelometria para quantificação 
de IgG, IgM, Alb e Trf.  
Para o sistema tamponante MA-imidazol os resultados obtidos estão 
apresentados nas Tabelas 4.1 e 4.2, para o níquel e cobalto, respectivamente. 
Tabela 4.1. Massa obtida por nefelometria referente ao “pool” das frações de proteínas 
mais concentradas de cada etapa da cromatografia em PEVA-CM-Asp-Ni2+. Adsorção: 
MA 25 mmol L-1, imidazol 2 mmol  L-1 a pH 7,0. Dessorção: aumento da concentração 
de imidazol. 
Etapas 
Proteínas (mg) Purificação de 
IgG 




Injeção 7,20 0,73 31,98 2,39 51,27 14,0 1,0 
Lavagem 4,10 0,61 31,85 2,24 45,66 9,0 0,6 
E1 0,66 n.d. 0,63 0,05 1,16 57,0 4,0 
E2 1,73 n.d. n.d. n.d. 1,80 96,2 6,7 
E3 0,23 n.d. n.d. n.d. 0,35 64,8 4,6 
Regeneração - - - - 0,02 - - 
a Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (Método de Bradford, 1976). 
b Pureza: razão entre a massa de IgG e a PTa de cada etapa multiplicada por 100. 
c FP: Fator de purificação, razão entre a pureza da fração e a pureza do material injetado. 
n.d.: abaixo do limite de detecção do aparelho (0,93 mg/dL para IgG, 0,69 mg/mL para IgM,  0,62 mg/mL 
para Alb. e 0,35 mg/mL para Trf). 




Tabela 4.2. Massa obtida por nefelometria referente ao “pool” das frações de proteínas 
mais concentradas de cada etapa da cromatografia em PEVA-CM-Asp-Co2+. Adsorção: 
MA 25 mmol L-1 com 2 mmol L-1 de imidazol a pH 7,0. Dessorção: aumento da 









Injeção 7,15 0,75 31,28 3,00 51,26 13,9 1,0 
Lavagem 4,64 0,65 31,69 2,23 50,20 9,2 0,7 
E1 0,50 n.d. n.d. 0,28 1,12 45,1 3,2 
E2 1,99 0,07 n.d. 0,03 2,13 93,4 7,1 
E3 0,12 0,05 n.d. n.d. 0,29 42,3 3,0 
Regeneração - - - - - - - 
a Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (Método de Bradford, 1976). 
b Pureza: razão entre a massa de IgG da fração e a PTa de cada etapa multiplicada por 100. 
c FP: Fator de purificação, razão entre a pureza da fração e a pureza do material injetado. 
n.d.: abaixo do limite de detecção do aparelho (0,93 mg/dL para IgG, 0,69 mg/mL para IgM, 0,62 mg/mL 
para Alb. e 0,35 mg/mL para Trf). 
Volume do leito: 5 mL 
Para o níquel, o sistema tamponante MA-imidazol não favoreceu a adsorção de 
IgG (adsorção de 36,4% do total de IgG alimentada), tendo-se observado baixo grau de 
pureza nas frações eluidas a 20 e 500 mmol L-1 de imidazol (pureza de 57,0% e 64,8%, 
respectivamente, Tabela 4.1).  Alto grau de pureza foi obtido somente na fração eluida 
a 100 mmol L-1 de imidazol (96,2%) representando 66,0% da IgG adsorvida (24,0% da 
IgG alimentada). Para o cobalto, observa-se a adsorção de 2,61 mg de IgG (36,5% da 
IgG alimentada). A maior parte da IgG adsorvida (76,2%) foi recuperada nas frações de 
eluição a 100 mmol L-1 de imidazol, no entanto, nota-se a contaminação com IgM (0,07 
mg) e Trf (0,03 mg), sendo a pureza obtida de 93,4%. As frações eluídas a 20 e 500 
mmol L-1 apresentaram baixo grau de pureza (45,1% e 42,3%, respectivamente, Tabela 
4.2). 
Para o sistema tamponante fosfato de sódio-imidazol, para níquel e cobalto, os 






Tabela 4.3. Massa obtida por nefelometria referente ao “pool” das frações de proteínas 
mais concentradas de cada etapa da cromatografia em PEVA-CM-Asp-Ni2+. Adsorção: 
fosfato de sódio 25 mmol L-1, imidazol 2 mmol  L-1 a pH 7,0. Dessorção: aumento da 
concentração de imidazol. 
Etapas 
Proteínas (mg) Purificação de 
IgG 




Injeção 7,14 0,74 30,68 2,39 51,88 13,8 1,0 
Lavagem 4,20 0,58 30,19 2,19 45,31 9,3 0,7 
E1 0,73 n.d. n.d. n.d. 0,86 85,4 6,2 
E2 1,25 n.d. n.d. n.d. 0,96 130,1 9,5 
E3 0,09 n.d. n.d. n.d. 0,13 70,1 5,1 
Regeneração - - - - 0,09 - - 
a Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (Método de Bradford, 1976). 
b Pureza: razão entre a massa de IgG e a PTa de cada etapa multiplicada por 100. 
c FP: Fator de purificação, razão entre a pureza da fração e a pureza do material injetado. 
n.d.: abaixo do limite de detecção do aparelho (0,93 mg/dL para IgG, 0,69 mg/mL para IgM, 0,62 mg/mL 
para Alb. e 0,35 mg/mL para Trf). 
Volume do leito: 5 mL 
 
Tabela 4.4. Massa obtida por nefelometria referente ao “pool” das frações de proteínas 
mais concentradas de cada etapa da cromatografia em PEVA-CM-Asp-Co2+. Adsorção: 
fosfato de sódio 25 mmol L-1 com 2 mmol L-1 de imidazol a pH 7,0. Dessorção: aumento 
da concentração de imidazol. 
Etapas 
Proteínas (mg) Purificação de 
IgG 




Injeção 9,72 1,06 40,96 3,09 51,22 19,0 1,0 
Lavagem 5,83 0,89 39,73 2,89 45,31 12,9 0,7 
E1 0,35 n.d. n.d. n.d. 0,42 83,3 4,4 
E2 1,28 n.d. n.d. n.d. 1,00 127,7 6,7 
E3 0,11 n.d. n.d. 0,03 0,20 56,2 3,0 
Regeneração - - - - - - - 
a Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (Método de Bradford, 1976). 
b Pureza: razão entre a massa de IgG da fração e a PTa de cada etapa multiplicada por 100. 
c FP: Fator de purificação, razão entre a pureza da fração e a pureza do material injetado. 
n.d.: abaixo do limite de detecção do aparelho (0,93 mg/dL para IgG, 0,69 mg/mL para IgM, 0,62 mg/mL 
para Alb. e 0,35 mg/mL para Trf). 
Volume do leito: 5 mL 
Para o níquel, o tampão fosfato de sódio, a 20 e 500 mmol L-1 de imidazol foram 
eluídas 0,73 e 0,09 mg de IgG, com pureza de 85,4% e 70,1%, respectivamente 
(Tabela 4.3). Cerca de 17% da IgG injetada foi recuperada nas frações eluídas com 100 




pureza acima de 100% pode ser explicado, segundo Hammond e Kruger (1988), pela 
diferença de sensibilidade dos métodos utilizados para a quantificação de proteína total 
e IgG. A quantificação de proteína total foi realizada pelo método de Bradford (1976), o 
qual subestima a quantidade de IgG presente nas amostras. A proteína que este 
método apresenta maior sensibilidade é albumina. A IgG foi quantificada pelo método 
de nefelometria, o qual apresenta alta especificidade, devido a interação antígeno-
anticorpo, sendo, portanto, a quantidade de IgG real da amostra. 
Para o cobalto, o sistema tamponante fosfato de sódio-imidazol adsorveu 17,9% 
da IgG injetada. A eluição a 20 e 500 mmol L-1 eluiram 0,35 mg e 0,11 mg de IgG, com 
pureza de 83,3% e 56,2%, respectivamente (Tabela 4.4). Similar ao observado para o 
sistema tamponante MA-imidazol (Tabela 4.2), para o fosfato de sódio-imidazol nota-se 
que o maior grau de pureza para IgG na eluição com 100 mmol L-1 de imidazol 
(127,7%) associada a maior quantidade de IgG adsorvida 1,28 mg (73,6% e 13,2% da 
IgG adsorvida e injetada, respectivamente, Tabela 4.4). Pureza superior a 100% é 
explicada pela diferença da sensibilidade dos métodos utilizados para quantificação de 
proteína total e proteínas específicas (IgG, IgM, Alb e Trf).  
Para o sistema tamponantes Hepes-imidazol, as medidas nefelométricas foram 
realizadas somente para o níquel, uma vez que não foi verificada seletividade na 
adsorção de IgG nas frações de eluição para o cobalto (Figura 4.3b). Os resultados de 









Tabela 4.5. Massa obtida por nefelometria referente ao “pool” das frações de proteínas 
mais concentradas de cada etapa da cromatografia em PEVA-CM-Asp-Ni2+. Adsorção: 
Hepes 25 mmol L-1 com 2 mmol  L-1 de imidazol a pH 7,0. Dessorção: aumento da 
concentração de imidazol. 
Etapas 
Proteínas (mg) Purificação de 
IgG 




Injeção 7,37 0,81 33,00 2,51 51,33 14,4 1,0 
Lavagem 0,79 0,16 32,06 0,84 49,53 1,6 0,1 
E1 0,14 n.d. n.d. 0,06 0,52 26,8 1,9 
E2 4,26 0,66 0,12 0,15 5,19d 82,1 7,0 
E3 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,49 - - 
Regeneração - - - - 0,08 - - 
a Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (Método de Bradford, 1976). 
b Pureza: razão entre a massa de IgG e a PTa de cada etapa multiplicada por 100. 
c FP: Fator de purificação, razão entre a pureza da fração e a pureza do material injetado. 
n.d.: abaixo do limite de detecção do aparelho (0,93 mg/dL para IgG, 0,69 mg/mL para IgM,  
0,62 mg/mL para Alb. e 0,35 mg/mL para Trf). 
d Referente a soma dos valores de IgG, IgM, Alb e Trf obtidos por nefelometria. 
Volume do leito: 5 mL 
Verifica-se que quase toda IgG adsorvida (4,26 mg) foi removida na segunda 
eluição (concentração de imidazol igual a 100 mmol L-1) quando o sistema tamponante 
Hepes-imidazol foi empregado como tampão de adsorção, sendo a maior quantidade 
de IgG adsorvida em PEVA-CM-Asp-Ni2+ em comparação aos outros sistemas 
tamponantes estudados (Tabelas  4.1, 4.2, 4.3 e 4.4).  No entanto, a alta capacidade de 
adsorção está associada à menor seletividade (82,1% de pureza), em contraste ao 
observado com sistema tamponante fosfato de sódio-imidazol, que apresentou menor 
capacidade de adsorção, porém alto grau de pureza (130,1%). A pureza verificada na 
primeira eluição foi baixa, de 26,8%, sendo detectada nestas frações a presença de Trf  
(Tabela 4.5).  
Com base nos resultados apresentados, todos os sistemas tamponantes 
empregados apresentaram maior pureza nas frações eluidas a 100 mmol L-1 de 
imidazol (para o níquel 94,6, 130,1, e 82,1% para MA, fosfato e Hepes, respectivamente 





Tanto para o íon metálico níquel quanto para o cobalto, o sistema tamponante 
fosfato de sódio apresentou-se como a melhor condição para purificação de IgG. A 
Figura 4.10, apresenta as estruturas dos sistemas tamponantes em pH 7,0.   
 
Figura 4.10.  Estrutura do dos sistemas tamponantes.  
O tampão fosfato de sódio apresenta em sua estrutura somente carga negativa, 
o que pode explicar a maior seletividade na adsorção de IgG, uma vez que na ausência 
de sal, a Alb e Trf, encontram-se negativamente carregadas a pH 7,0 (pI igual a 4,9 
para Alb, e pI entre 5,2 e 5,9 para Trf, Putnam, 1987), e são repelidas pelo sistema 
tamponante. Desta forma, a menor pureza obtida para os sistemas tamponantes MA e 
Hepes pode estar relacionada com as cargas positiva e negativa presente em sua 
estrutura, que teria favorecido a adsorção de proteínas contaminantes devido às 
interações não específicas, na ausência de sal. Nota-se que para o MA a adição do 
agente competidor imidazol aumentou consideravelmente a seletividade na adsorção 
de IgG, tanto para níquel quanto para o cobalto (Figura 4.10). 
Recomenda-se, portando, para a membrana PEVA-CM-Asp-Ni2+, o emprego do 
sistema tamponante Hepes-imidazol para aplicações na qual não são requeridas IgG de 
alta pureza, enquanto que para aplicações para as quais são requeridas IgG com alta 
pureza, o sistema tamponante  fosfato de sódio-imidazol. 
 
Comparação entre os íons metálicos níquel e cobalto  
A capacidade de adsorção de IgG, segundo Sulkowski (1989), depende do 
número de histidinas presentes na superfície da proteína, para o níquel são necessárias 
duas histidinas, enquanto que para o cobalto, é necessário a presença de dois resíduos 




aminoácidos. A Figura 4.11 apresenta a capacidade de adsorção de IgG para os  íons 
níquel e cobalto para os sistemas tamponantes MA-imidazol e fosfato de sódio-imidazol 
na ausência de sal.  
 
Figura 4.11. Comparação na adsorção de IgG para os íons níquel e cobalto para os sistemas 
tamponantes MA-imidazol e fosfato de sódio-imidazol (ausência de sal). ( ) Níquel ( ) 
Cobalto. 
 A capacidade de adsorção, para o sistema tamponante MA-imidazol foi 0,38% 
maior para níquel que para cobalto, enquanto que para o fosfato de sódio-imidazol essa 
diferença foi de 15,9% (Figura 4.11).  
A recuperação de IgG com alto grau de pureza foi observado nas frações eluídas 
a 100 mmol L-1 de imidazol, tanto para o MA-imidazol quanto para fosfato de sódio-
imidazol, para ambos íons metálicos. A pureza e a massa de IgG recuperada nesta 
etapa de eluição encontra-se na Tabela 4.6. 
Tabela 4.6. Massa de IgG medida por nefelometria e pureza dos “pool” das frações de 
proteínas mais concentradas da etapas de eluição com 100 mmol L-1 de imidazol, para 
os sistemas tamponantes MA-imidazol e fosfato de sódio-imidazol, em PEVA-CM-Asp-
Ni2+ e PEVA-CM-Asp-Co2+.  
Metal MA-imidazol Fosfato de sódio-imidazol 
IgG (mg) Purezaa IgG (mg) Purezaa 
Níquel 1,73  96,2  1,25 130,2  
Cobalto 1,99 93,4 1,28  127,7  




Para o tampão MA-imidazol, do total de proteína adsorvida foram recuperadas 
nesta etapa cromatográfica 66,0% e 76,2% de IgG com pureza de 96,2% e 93,4% para 
níquel e  cobalto, respectivamente (Tabela 4.6). 
Observa-se para o níquel utilizando o sistema tamponante fosfato de sódio-
imidazol pureza de IgG similar ao obtido para o mesmo tampão para o íon cobalto 
imobilizado (Tabela 4.6). Obteve-se, nestas frações de eluição, a recuperação de 
60,3% e 73,6% do total de IgG adsorvida,  para níquel e  cobalto respectivamente 
(Tabelas 4.3 e 4.4). 
 
4.2. Isoterma de adsorção de IgG em PEVA-CM-Asp-Me 2+ 
Determinada as melhores condições de purificação de IgG a partir do soro 
humano, para os íons metálicos níquel e cobalto, (fosfato de sódio-imidazol na ausência 
de sal), foram realizados experimentos em frascos agitados para determinação da 
isoterma de adsorção para IgG. Os experimentos foram conduzidos em batelada, a 
temperatura de 25°C, como descrito no item 3.2.7, p ara determinação da capacidade 
máxima de adsorção (Qm) e da constante de dissociação (Kd) para os complexos CM-
Asp-Ni2+-IgG e CM-Asp-Co2+-IgG. As Figuras 4.12 e 4.13 apresentam os resultados 
obtidos para os íons níquel e cobalto, respectivamente, com os quais ajustaram-se os 
parâmetros modelo de Langmuir  (Equação 3.2, item 3.2.7) pelo método de regressão 







Figura 4.12.  Isoterma de adsorção de IgG em membranas PEVA-CM-Asp-Ni2+. ( ) Dados 
experimentais. ( ) Curva ajustada segundo modelo de Langmuir.  
 
Figura 4.13.  Isoterma de adsorção de IgG em membranas PEVA-CM-Asp-Co2+ ( ) Dados 
















Tabela 4.7. Parâmetros obtidos a partir do ajuste não linear do modelo de Langmuir aos 
dados de adsorção de IgG em membranas de PEVA-CM-Asp-Me2+, para os íons níquel 
e cobalto. 
Parâmetros Ni2+ Co2+ 
Qm (mg g
-1 membrana seca) 98,48 + 3,98 119,01 + 10,10 
Kd (mol L
-1) (1,00 + 0,13) x 10-4 (1,10+ 1,77) x 10-4 
R2 0,99 0,96 
Chi2 13,43 68,65 
O modelo de Langmuir representou bem os dados experimentais (R2 = 0,99) 
para o íon metálico níquel. Desta forma, pode-se dizer que o modelo descreve a 
adsorção da IgG neste adsorvente: adsorção é reversível e limitada a uma camada, a 
superfície interna do sólido é homogênea e apresenta um número finito de sítios ativos 
e as moléculas adsorvidas não interagem entre si e não há adsorção competitiva. O 
mesmo não foi observado para o íon metálico cobalto que apresentou um coeficiente de 
correlação de 0,96 (Tabela 4.7).  
Quando o modelo de Langmuir não representa de forma satisfatória os dados 
experimentais, pode-se empregar outro modelo que leve em consideração a existência 
de heterogeneidade das interações entre a proteína e o adsorvente, tais como a 
cooperatividade, heterogeneidade da superfície e a formação de várias camadas. Neste 
trabalho, escolheu-se o modelo Langmuir-Freundlich para respresentação dos dados 
experimentais (Sharma e Agarwal, 2001). 
A Figura 4.14 apresenta o ajuste da curva segundo o modelo de Langmuir-
Freundlich (Equação 3.4, item 3.2.7) para os dados experimentais obtidos para PEVA-





Figura 4.14.  Isoterma de adsorção de IgG pré-purificada em membranas PEVA-CM-Asp-Co2+.  
( ) Dados experimentais. ( ) Curva ajustada segundo modelo Langmuir-Freundlich. 
 
Tabela 4.8. Parâmetros obtidos a partir do ajuste não linear do modelo de Langmuir-
Freundlich aos dados de adsorção de IgG em membranas de PEVA-CM-Asp-Co2+. 
Parâmetros Co2+ 
Qm (mg g
-1 membrana seca) 97,01 + 2,78 
Kd(LF) (mol L
-1) (3,85 + 1,77) x 10-4 
n 2,12 + 0,31 
R2 0,99 
Chi2 18,27 
O valor de n maior que 1 (Tabela 4.8), indica cooperatividade positiva, ou seja, a 
adsorção de uma molécula de IgG favorece a interação com outra molécula em 
solução. Várias são as interações que ocorrem durante a adsorção de IgG, que 
contribuem para o desvio do modelo de Langmuir, tais como interação proteína-
proteína e as interações multipontos. Em IMAC são possíveis duas situações de 
adsorção de proteínas nos quelatos: a proteína pode ser adsorvida por um único íon 
metálico diminuindo a força de retenção, ou, uma única proteína é adsorvida por mais 
de um íon metálico, intensificando a força de retenção (Sharma e Agarwal, 2001). 
Em termos de capacidade máxima de adsorção, obteve-se Qm igual 98,48 mg 
IgG g-1 de membrana seca e 97,1 mg IgG g-1 de membrana seca, para PEVA-CM-Asp-
Ni2+ e PEVA-CM-Asp-Co2+, respectivamente. Ribeiro (2006) obteve, para o adsorvente 
PEVA-CM-Asp-Ni2+, Qm igual a 349,8 mg IgG humana g




entanto, utilizando o sistema tamponante Tris-HCl a pH 7,0. A diferença na capacidade 
máxima de adsorção pode ser explicada pela interação entre tampão-IgG, uma vez que 
em pH 7,0, as IgGs que apresentam ponto isoelétrico maior que 7,0 estão 
positivamente carregadas e os sistemas tamponantes fosfato de sódio-imidazol (este 
trabalho) e Tris-HCl (Ribeiro, 2006) estão carregados negativa e positivamente, 
respectivamente. Uma hipótese para explicar a baixa capacidade de adsorção de IgG 
em presença de tampão fosfato é que na ausência de sal, a IgG interage com as cargas 
negativas deste tampão, mascarando o sítio de adsorção de IgG. Como o tampão Tris-
HCl apresenta carga positiva em pH 7,0, há repulsão das moléculas de IgG, podendo 
estas serem adsorvidas no quelato metálico.  
Bresolin e colaboradores (2010) obtiveram valor de Qm igual a 77,7 mg g
-1 
membrana seca para adsorção de IgG1 de camundongo em  
PEVA-CM-Asp-Zn2+ em tampão Tris-HCl  50 mmol L-1 a pH 7,0, valor menor que o 
observado neste trabalho para ambos íons metálicos (lembrando que a IgG utilizada 
por Bresolin et al. (2009b) é IgG1 de camundongo). Como discutido anteriormente, a 
carga positiva na estrutura do tampão Tris-HCl favorece a adsorção de IgG, 
principalmente, pelas interações eletrostáticas. No entanto observa-se, neste caso, que 
a menor capacidade de adsorção se deve ao íon metálico zinco, que segundo 
Sulkowski (1989), a capacidade de adsorção de proteínas nos íons metálicos de 
transição segue a seguinte ordem Cu2+ > Ni2+ > Co2+ ≅ Zn2+.  No entanto, observa-se 
que a capacidade máxima de adsorção foi similar para o níquel e cobalto, não estando 
em concordância com a ordem estabelecida por esse autor. Este mesmo resultado foi 
observado nos dados de nefelometria, onde a capacidade de adsorção de IgG foi 
semelhante (item 4.1). Deve-se levar em consideração que Sulkowski (1989) utilizou o 
agente quelante IDA e o sistema tamponante fosfato de sódio com 1,0 mol L-1 de NaCl 
para determinação da retenção de proteínas em IMAC, enquanto que neste  trabalho foi 
utilizado o agente quelante CM-Asp para o sistema tamponantes fosfato de sódio-
imidazol na ausência de sal. 
 Os valores de Kd obtidos pelo modelo de Langmuir para ambos íons metálicos 




ou seja, na faixa de 10-3 a 10-6 mol L-1 (Vijayalakshmi, 1989). Bresolin et al. (2010) 
obteve Kd de 2,6 x 10
-6 mol L-1 para o adsorvente PEVA-CM-Asp-Zn2+, enquanto que o 
obtido por Ribeiro (2006) foi de 1,01 x 10-5 mol L-1, para o adsorvente PEVA-CM-Asp-
Ni2+.  Neste trabalho obteve-se 1,00 x 10-4 mol L-1 e 3,85 x 10-4 mol L-1, para níquel e 
cobalto, respectivamente. Observa-se que a constante de dissociação obtida neste 
trabalho para o CM-Asp-Ni2+ foi menor que a observada no trabalho de Ribeiro (2006), 
o que demonstra menor afinidade do sistema tamponante fosfato de sódio-imidazol 
quando comparado ao Tris-HCl. 
 
4.3. Determinação das curvas de ruptura 
Os experimentos de filtração para determinação da curva de ruptura foram 
realizados para o adsorvente PEVA-CM-Asp, para os íons metálicos Ni2+ e Co2+, 
utilizando como solução de alimentação soro humano diluído 2,5 e 5,0 vezes em fosfato 
de sódio 25 mmol L-1 contendo 2 mmol L-1 de imidazol a pH 7,0 (melhor condição para 
ambos íons metálicos, ver item 4.1). As duplicatas estão apresentadas no Anexo C. 
Os valores de condutividade e pH para o soro humano “in natura” são de 10,88 
mS/cm e 7,30. A diluição do soro humano acarretou na mudança da condutividade e do 
pH do meio, sendo obtido, para as diluições de 2,5 e 5,0, valores de condutividade igual 
a 5,34 mS/cm e 2,97 mS/cm, respectivamente, e valores de pH igual a 6,95, para 
ambas diluições. 
As curvas de rupturas realizadas com soro humano nas diluições de 2,5 e 5,0 
vezes, para os íons metálicos níquel e cobalto, são apresentadas nas Figuras 4.15 e 
4.16, os resultados do balanço de massa na Tabela 4.9. Os perfis de eluição estão 
apresentados nas Figuras 4.17 e 4.18, para todos os experimentos foi utilizado vazão 
de alimentação (QA) de 1,0 ml min
-1 e vazão de filtrado (QF) de 0,5 mL min
-1, com tempo 
de residência de 29,8 s (tempo de residência é a razão entre o volume das membranas 
e a razão de filtrado (QF)), que corresponde à vazão de aproximadamente 120 mL min
-1 





Figura 4.15.  Curva de ruptura obtida para PEVA-CM-Asp-Ni2+. Vazão de filtrado:QF = 0,5 mL 
min-1. Tampão de adsorção: fosfato de sódio 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0. 
Injeção: 4,0 mL de soro diluído 2,5 e 5,0 vezes (160 a 190 mg proteínas totais). 
 
Figura 4.16.  Curva de ruptura obtida para PEVA-CM-Asp-Co2+. Vazão de filtrado: 0,5 mL min-1. 
Tampão de adsorção: fosfato de sódio 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0. Injeção: 4,0 








Figura 4.17.  Perfil cromatográfico das frações de eluição das cromatografias realizadas em 
PEVA-CM-Asp-Ni2+ em duas diluições do soro humano em fosfato de sódio a pH 7,0. a) 2,5 
vezes; b) 5,0 vezes.  Eluição: aumento concentração de imidazol. E1, 20 mmol L-1; E2, 100 









Figura 4.18.  Perfil cromatográfico das frações de eluição das cromatografias realizadas em 
PEVA-CM-Asp-Co2+ em duas diluições do soro humano em fosfato de sódio a pH 7,0. a) 2,5 
vezes; b) 5,0 vezes.  Eluição: aumento concentração de imidazol. E1, 20 mmol L-1; E2, 100 











Tabela 4.9. Balanço de massa das curvas de ruptura de soro humano diluído 2,5 e 5,0 
vezes em tampão fosfato de sódio 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0 e 
dessorção por aumento da concentração de imidazol, utilizando as membranas PEVA-
CM-Asp-Ni2+ e PEVA-CM-Asp-Co2+. 
Etapas 
Ni2+ Co2+ 













Injeção 185,31 100,0 190,46 100,0 191,02 100,0 180,55 100,0 
Filtrado 20,1 11,1 26,30 13,8 22,37 11,7 23,81 13,2 
Retido 71,14 38,4 85,36 44,8 78,17 40,9 80,71 44,7 
Lavagem 89,19 48,1 109,57 57,5 84,94 44,5 80,85 44,9 
E1 0,98 0,5 1,33 0,7 0,41 0,2 0,34 0,2 
E2 1,33 0,7 1,27 0,6 1,14 0,6 1,49 0,8 
E3 0,24 0,1 0,74 0,3 0,43 0,2 0,56 0,3 
Reg. 0,01 0,0 0,02 0,0 0,21 0,1 0,04 0,0 
Recuperação 183,51 99,0 224,60 117,9 187,25 98,0 187,25 103,7 
PTa 
adsorvidas 2,57 1,4 3,36 1,8 2,19 1,1 2,43 1,3 
a Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (Método de Bradford, 1976) 
b Percentagem relativa à massa de proteína total de injeção. 
Massa de membrana no mini-módulo: 0,13 g seca.  
Analisando as Figuras 4.15 e 4.16 verifica-se que a razão C/C0 foi superior a 0,1 
depois da passagem de 4,0 mL, para diluição de 5,0 vezes e 6,0 mL, para diluição de 
2,5 vezes, para ambos íons metálicos, o que segundo Charcosset e colaboradores 
(1995) caracteriza o ponto de ruptura. Depois da passagem de 8,0 mL para ambas 
diluições e íons metálicos, o sistema atinge o estado estacionário. 
Nota-se pela Tabela 4.9 que a capacidade de adsorção de proteínas totais foi 
maior na diluição de 5,0 que a observada para a diluição de 2,5.  Como já citado, a 
condutividade diminui com o aumento da diluição e, dessa forma, maior capacidade de 
adsorção é observada para o soro 5,0 vezes diluído. Provavelmente, a maior 
capacidade de adsorção esteja relacionada com a diminuição da condutividade, uma 
vez que o pH foi idêntico para as ambas diluições. Comparando a capacidade de 
adsorção das membranas do mini-módulo com as membranas finamente cortadas para 
a diluição de 5,0 vezes, temos que para o níquel foi de 25,88 e 2,45 mg g-1 membrana 
seca e para o cobalto foi de 18,71 e 2,17 mg g-1 membrana seca, para membranas do 
módulo e cortadas, respectivamente (a capacidade de adsorção foi calculada pela 




mini-módulo essa massa é de 0,13 g de membrana seca e para membranas cortadas 
1,25 g de membrana seca). 
No que diz respeito à seletividade na adsorção de IgG, nos perfis eletroforéticos 
apresentados nas Figuras 4.19 e 4.209, tanto para o soro diluído 2,5 quanto 5,0 vezes 
para os íons metálicos testados, nota-se a presença de albumina e transferrina nas 
frações de eluição. A Tabela 4.10 e 4.11 apresenta os resultados de nefelometria para 
o soro humano diluído 5,0 vezes, para o níquel e cobalto, respectivamente. 
 
 
Figura 4.19. Eletroforese da filtração em PEVA-CM-Asp-Ni2+ utilizando o tampão fosfato de 
sódio 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 injetando 4,0 mL de soro humano nas diluições: a) 2,5 
vezes. H. Marcador de alta massa molecular, I. Amostra da injeção, 3-10. Amostras de filtrado, 
E1. Amostras da E1, E2. Amostras da E2. E3. Amostras E3, IgG: Marcador de IgG. b) 5,0 
vezes. H. Marcador de alta massa molecular, I. Amostra da injeção, 1-10. Amostras de filtrado, 





Figura 4.20. Eletroforese da filtração em PEVA-CM-Asp-Co2+ utilizando o tampão fosfato de 
sódio 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 injetando 4,0 mL de soro humano nas diluições: a) 2,5 
vezes. H. Marcador de alta massa molecular, I. Amostra da injeção, 4-10. Amostras de filtrado.  
E1: Amostras da E1; E2: Amostras da E2; E3: Amostras E3; IgG. Marcador de IgG. b) 5,0 
vezes. H. Marcador de alta massa molecular, I. Amostra da injeção, 4-10. Amostras de filtrado. 
E1: Amostras da E1; E2: Amostras da E2; E3: Amostras E3.  IgG: Marcador de IgG. 
 
Tabela 4.10. Massa obtida por nefelometria para os “pools” das frações de eluição para 
purificação de IgG a partir de soro humano em mini-módulo de filtração PEVA-CM-Asp-
Ni2+, para o soro diluído 5,0 vezes em fosfato de sódio 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-
1 a pH 7,0.  
 Proteínas (mg) Purificação 
de IgG 
IgG IgM Alb Trf PTª 
Purezab 
(%) 
Injeção 26,2 2,34 107,04 8,57 190,46 14,1 
 20 mmol L-1 1,26 n.d. 0,15 n.d. 1,33 94,7 
Eluição 100 mmol L-1 0,98 n.d. n.d. n.d. 1,27 77,2 
 500 mmol L-1 0,46 n.d. n.d. n.d. 0,67 68,6 
Regeneração n.d. n.d. n.d. 0,12 0,02 - 
Total adsorvido 2,70 - 0,15 0,12 - - 
a Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (Método de Bradford, 1976). 
b Pureza: razão entre a massa de IgG da fração e a PTa de cada etapa multiplicada por 100. 
n.d.: abaixo do limite de detecção do aparelho (0,93 mg/dL para IgG, 0,69 mg/mL para IgM, 0,62 mg/mL 







Tabela 4.11. Massa obtida por nefelometria para os “pools” das frações de eluição para 
purificação de IgG a partir de soro humano em mini-módulo de filtração PEVA-CM-Asp-
Co2+, para o soro diluído 5,0 vezes em fosfato de sódio 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol 
L-1 a pH 7,0.  
 Proteínas (mg) Purificação 
de IgG 
IgG IgM Alb Trf PTª 
Purezab 
(%) 
Injeção 26,8 2,18 108,04 8,12 180,55 14,84 
 20 mmol L-1 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,26 - 
Eluição 100 mmol L-1 0,64 n.d. n.d. n.d. 1,08 59,03 
 500 mmol L-1 n.d. n.d. n.d. 0,09 0,39 - 
Regeneração n.d. n.d. n.d. n.d. 0,04 - 
Total adsorvido 0,64 - - 0,09 1,73 - 
a Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (Método de Bradford, 1976). 
b Pureza: razão entre a massa de IgG da fração e a PTa de cada etapa multiplicada por 100. 
n.d.: abaixo do limite de detecção do aparelho (0,93 mg/dL para IgG, 0,69 mg/mL para IgM, 0,62 mg/mL 
para Alb. e 0,35 mg/mL para Trf). 
Embora seja possível notar a presença de IgG e proteínas contaminantes 
albumina e transferrina nas frações de eluição nos perfis eletroforéticos (Figuras 4.19 e 
4.20), tanto para o níquel quanto para o cobalto, não foi possível, em alguns casos, a 
detecção destas massas por nefelometria. Isto ocorre devido às baixas concentrações 
destas proteínas das frações de eluição, estando abaixo do limite de detecção do 
aparelho. Nas eletroforeses, as bandas correspondentes a essas proteínas são visíveis 
devido à coloração do gel ter sido realizada com nitrato de prata, que é sensível a 
concentrações da ordem de nanogramas.  Em termos de seletividade na adsorção de 
IgG, nota-se que para o níquel o perfil eletroforético obtido para o mini-módulo de 
filtração e para as membranas finamente cortadas foram similares, no entanto para o 
cobalto nota-se que a adsorção de IgG foi eletroforeticamente mais homogênea para as 
membranas finamente cortadas. Uma hipótese para explicar a menor seletividade no 
mini-módulo seria que as etapas de lavagem não sejam suficientes para eliminar as 
proteínas fracamente adsorvidas, tais como albumina e transferrina. No entanto, seria 





CAPÍTULO 5: CONCLUSÕES 
 
A fim de estudar o efeito do sal na purificação de IgG humana por cromatografia 
em membranas de afinidade por íons metálicos imobilizados, foram realizados 
experimentos de adsorção de proteínas do soro na presença e ausência de sal para 
quatro sistemas tamponantes, sendo a eluição realizada por abaixamento de pH e 
aumento da concentração de imidazol, para os íons cobalto e níquel. 
Quanto à estratégia de eluição por abaixamento de pH, esta foi eficiente na 
presença de sal, porém não apresentou seletividade para IgG. Na ausência de sal esta 
condição não favoreceu a dessorção das proteínas retidas na coluna, sendo a maior 
parte das proteínas adsorvidas eluídas durante a regeneração da coluna com EDTA.  
A estratégia de eluição por aumento da concentração de imidazol foi eficaz na 
dessorção das proteínas adsorvidas na coluna, tanto na presença quanto ausência de 
sal, sendo que na presença de sal, a maior parte das proteínas adsorvidas foram 
eluídas com baixa concentração de imidazol (20mmol L-1), enquanto que na ausência 
de sal, a maior parte foi eluída na concentração de 100 mmol L-1, para ambos íons 
metálicos. 
A remoção do sal promoveu o aumento da capacidade de adsorção para todos 
os sistemas tamponantes, tanto para o níquel quanto para o cobalto. No que concerne 
a seletividade, para o níquel foi observada melhor pureza de IgG com o emprego dos 
sistemas tamponantes MA, fosfato de sódio e Hepes, enquanto que para o cobalto,  
com o emprego  do MA e fosfato de sódio, todos na presença de imidazol. 
Os sistemas tamponantes, sem adição de sal, apresentaram boa capacidade de 
adsorção aliado a boa seletividade para a adsorção de IgG. A melhor condição tanto 
para o níquel quanto para o cobalto, foi obtida para o sistema tamponante fosfato de 
sódio-imidazol, apresentando fator de purificação de 9,45 e 6,73 e pureza para IgG de 




Para todos os tampões empregados, com exceção do MA-imidazol, a 
capacidade de adsorção para o níquel foi maior que para o cobalto. Para o sistema 
tamponante MA-imidazol, os valores obtidos foram similares.  
Os dados experimentais das isotermas de adsorção de IgG em membranas 
PEVA-CM-Asp-Ni2+ e PEVA-CM-Asp-Co2+ foram utilizados para ajustar os parâmetros 
do modelo de Langmuir e Langmuir-Freundlich. Os valores das constantes de 
dissociação foram de 1,0 x 10-4 mol L-1 e 3,85 x 10-4 mol L-1, para níquel e cobalto, 
respectivamente. Os valores de Kd e Kd(LF) obtidos estão na ordem de grandeza que 
caracteriza os sistemas de pseudobioafinidade, demonstrando baixa afinidade do 
quelato pela IgG. Quanto a capacidade de adsorção, obteve-se Qm igual a 98,48 mg 
IgG g-1 de membrana seca e 97,1 mg IgG g-1 de membrana seca, para os níquel e 
cobalto, respectivamente. 
Para a filtração em mini-módulos, obteve-se maior capacidade de adsorção da 
membrana para soro humano diluído 5,0 vezes, no entanto, apresentando baixa 
seletividade na adsorção de IgG Uma hipótese para explicar a menor seletividade no 
mini-módulo seria que as etapas de lavagem não foram suficientes para eliminar as 
proteínas fracamente adsorvidas, tais como albumina e transferrina. No entanto, seria 





CAPÍTULO 6: SUGESTÕES PARA PRÓXIMOS TRABALHOS 
 
Tendo sido obtido resultados promissores na purificação de IgG a partir de 
plasma humano por meio de cromatografia de íons metálicos imobilizados utilizando 
membranas como matriz cromatográfica, torna-se relevante a continuação da pesquisa 
envolvendo este tema. Desta forma, sugere-se: 
a - Estudar a eficiência da purificação IgG provenientes de diferentes fontes.  
b - Realização de estudos termodinâmicos para os adsorventes PEVA-CM-Asp-
Ni2+ e PEVA-CM-Asp-Co2+ para análise da natureza de adsorção. 
c - Testar outros tipos de membranas como matrizes cromatográficas, tais como 
celulose e fibras de vidro. 
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Duplicatas dos ensaios realizados com o adsorvente PEVA-CM-Asp-Ni2+ e 
PEVA-CM-Asp-Co2+ para os tampões de adsorção MA 25 mmol L-1 a pH 7,0, MA 25 
mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0, fosfato de sódio 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol 
L-1 a pH 7,0 e Hepes 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0, na presença e 
ausência de sal. Os perfis cromatográficos e eletroforéticos assim com os respectivos 
balanços de massa encontram-se a seguir. 
 
Sistema Tamponante MA 
 
Figura A.1. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Ni2+, a partir de uma solução de soro humano em MA 25 mmol L-1 e 1,0 mol L-1 NaCl a pH 7,0. 
Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51 mg de proteína total (soro humano 
diluído 5 vezes) a) Perfil cromatográfico: Tampão de lavagem, MA 25 mmol L-1 e 1,0 mmol L-1 
de NaCl a pH 7,0. Eluição (E): abaixamento de pH MA 25 mmol L-1  e 1,0 mmol L-1 de NaCl pH 
4,0,  Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1 a pH 7,0. b) Perfil eletroforético: M. Marcador de 
massa molecular, I. Injeção, L. frações de lavagem, E. frações de eluição, R. frações da 








Figura A.2.  Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Ni2+, a partir de uma solução de soro humano em MA 25 mmol L-1 a pH 7,0. Volume do leito: 5,0 
mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51 mg de proteína total (soro humano diluído 5 vezes) a) 
Perfil cromatográfico: Tampão de lavagem, MA 25 mmol L-1 a pH 7,0. Eluição (E): abaixamento 
de pH MA 25 mmol L-1 pH 4,0,  Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1 a pH 7,0. b) Perfil 
eletroforético: M. Marcador de massa molecular, I. Injeção, L. frações de lavagem, E. frações de 
eluição, R. frações da regeneração, IgG. Marcador de IgG. 
 
Tabela A.1. Balanço de massa da cromatografia utilizando tampão de equilíbrio MA 25 
mmol L-1 a pH 7,0 e dessorção abaixamento de pH, E. pH 4,0, utilizando os sistemas 
PEVA-CM-Asp-Ni2+. 
Fração 
Presença de NaCl Ausência de NaCl 
(mg)a (%)b (mg)a (%)b 
Injeção 51,59 100,00 51,78 100,00 
Lavagem 49,73   96,39 51,25 98,96 
E 3,39 6,90 0,12 0,22 
Regeneração 0,91 1,76 6,67 12,89 
Total 54,79 105,04 58,04 112,07 
a Proteína total calculada por meio da dosagem de proteínas totais (Método de Bradford, 1976) 
b Percentagem relativa à massa de proteína total de injeção. 






Figura A.3.  Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Co2+, a partir de uma solução de soro humano em MA 25 mmol L-1 e NaCl 1,0 mol L-1 a pH 
7,0. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51 mg de proteína total (soro 
humano diluído 5 vezes). a) Perfil cromatográfico: Tampão de lavagem, MA 25 mmol L-1 e 1,0 
mol L-1 de NaCl a pH 7,0. Eluição (E): abaixamento de pH MA 25 mmol L-1 e 1,0 mol L-1 de 
NaCl pH 4,0,  Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1 a pH 7,0. b) Perfil eletroforético: M. 
Marcador de massa molecular, I. Injeção, L. frações de lavagem, E. frações de E, IgG. 
Marcador de IgG. 
 
Figura A.4. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Co2+, a partir de uma solução de soro humano em MA 25 mmol L-1 a pH 7,0. Volume do leito: 
5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção:~51 mg de proteína total (soro humano diluído 5 vezes). a) 
Perfil cromatográfico: Tampão de lavagem, MA 25 mmol L-1 a pH 7,0. Eluição (E): abaixamento 
de pH MA 25 mmol L-1 pH 4,0,  Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1 a pH 7,0. b) Perfil 
eletroforético: M. Marcador de massa molecular, I. Injeção, L. frações de lavagem, R. frações da 




Tabela A.2. Balanço de massa da cromatografia utilizando tampão de equilíbrio MA 25 
mmol L-1 a pH 7,0 e dessorção abaixamento de pH, E. pH 4,0, utilizando os sistemas 
PEVA-CM-Asp-Co2+. 
Fração 
Presença de NaCl Ausência de NaCl 
(mg)a (%)b (mg)a (%)b 
Injeção 51,42 100,00 51,42 100,00 
Lavagem 55,41 107,75 46,82 91,06 
E 1,47 2,85 0,21 0,40 
Regeneração 0,14 0,27 4,16 8,10 
Total 57,01 110,87 51,19 99,56 
a Proteína total calculada por meio da dosagem de proteínas totais (Método de Bradford, 1976) 
b Percentagem relativa à massa de proteína total de injeção. 
1 mL de membrana equivale a 0,25 g seca. 
 
Sistema tamponante MA-imidazol 
 
Figura A.5. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Ni2+, a partir de uma solução de soro humano em MA 25 mmol L-1, imidazol 2 mmol L-1 e 1,0 mol 
L-1 de NaCl a pH 7,0. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51 mg de proteína 
total (soro humano diluído 5 vezes) a) Perfil cromatográfico: tampão de lavagem MA 25 mmol L-
1, imidazol 2 mmol L-1 e 1,0 mol L-1 NaCl a pH 7,0. Eluição (E): degrau de imidazol em MA 25 
mmol L-1 e 1,0 mol L-1 NaCl a pH 7,0. E1 - 20 mmol L-1. E2 -100 mmol L-1 e  E3 - 500 mmol L-1. 
Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1a pH 7,0. b) Perfil eletroforético: M. Marcador de massa 






Figura A.6.  Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Ni2+, a partir de uma solução de soro humano em MA 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 
7,0. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51 mg de proteína total (soro 
humano diluído 5 vezes) a) Perfil cromatográfico: tampão de lavagem MA 25 mmol L-1 e 
imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0. Eluição (E): degrau de imidazol em MA 25 mmol L-1 a pH 7,0, E1 - 
20 mmol L-1, E2 -100 mmol L-1 e  E3 - 500 mmol L-1.   Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1 a 
pH 7,0. b) Perfil eletroforético: M. Marcador de massa molecular, I. Injeção, L. frações de 
lavagem, E1. frações da E1, E2. frações E2, E3. Frações E3, IgG. Marcador de IgG. 
 
Tabela A.3. Balanço de massa da cromatografia utilizando tampão de equilíbrio MA 25 
mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0 e dessorção por aumento da concentração de 
imidazol, E1. 20 mmol L-1, E2. 100 mmol L-1 e E3. 500 mmol L-1, utilizando o sistema 
PEVA-CM-Asp-Ni2+. 
Fração 
Presença de NaCl Ausência de NaCl 
(mg)a (%)b (mg)a (%)b 
Injeção 51,11 100,00 51,58 100,00 
Lavagem 50,20 98,21 47,47 91,04 
E1 1,47 2,88 1,24 2,4 
E2 0,36 0,71 1,92 3,72 
E3 0,08 0,16 0,53 1,02 
Regeneração 0,00 0,00 0,13 0,26 
Total 52,11 101,96 51,29 99,44 
a Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (Método de Bradford, 1976) 
b Percentagem relativa à massa de proteína total de injeção. 





Figura A.7.  Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Co2+, a partir de uma solução de soro humano em MA 25 mmol L-1, imidazol 2 mmol L-1 e 1,0 
mol L-1 de NaCl a pH 7,0.  Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51mg (soro 
humano diluído 5 vezes). a) Perfil cromatográfico: tampão de lavagem MA 25 mmol L-1, imidazol 
2 mmol L-1 e 1,0 mol L-1 de NaCl a pH 7,0.  Eluição (e): degrau de imidazol em MA 25 mmol L-1 
e 1,0 mol L-1 de NaCl pH 70, E1 - 20 mmol L-1, E2 -100 mmol L-1 e  E3 - 500 mmol L-1. 
Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1 a pH 7,0. b) Perfil eletroforético: M. Marcador de massa 
molecular, I. Injeção, L. frações de lavagem, E1. frações da E1, IgG. Marcador de IgG. 
 
Figura A.8. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Co2+, a partir de uma solução de soro humano em MA 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 
7,0. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51 mg de proteína total (soro 
humano diluído 5 vezes) a) Perfil cromatográfico: tampão de lavagem MA 25 mmol L-1  e 
imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0. Eluição (E): degrau de imidazol em MA 25 mmol L-1 a pH 7,0, E1 - 
20 mmol L-1, E2 -100 mmol L-1 e  E3 - 500 mmol L-1.  Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1 a 
pH 7,0. b) Perfil eletroforético: M. Marcador de massa molecular, I. Injeção, L. frações de 




Tabela A.4. Balanço de massa da cromatografia utilizando tampão de equilíbrio MA 25 
mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0 e dessorção por aumento da concentração de 
imidazol, E1. 20 mmol L-1, E2. 100 mmol L-1 e E3. 500 mmol L-1, utilizando o sistema 
PEVA-CM-Asp-Co2+. 
Fração 
Presença de NaCl Ausência de NaCl 
(mg)a (%)b (mg)a (%)b 
Injeção 51,14 100,00 51,09 100,00 
Lavagem 47,51 92,91 51,06 99,95 
E1 0,59 1,15 1,45 2,84 
E2 0,38 0,74 2,53 4,95 
E3 0,08 0,15 0,63 1,22 
Regeneração 0,00 0,00 0,04 0,08 
Total 48,55 94,95 55,71 109,05 
a Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (Método de Bradford, 1976) 
b Percentagem relativa à massa de proteína total de injeção. 
1 mL de membrana equivale a 0,25 g seca. 
 
 
Sistema tamponante Fosfato de sódio-imidazol 
 
 
Figura A.9.  Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Ni2+, a partir de uma solução de soro humano em fosfato de sódio 25 mmol L-1 e imidazol, 2 
mmol L-1  e 1 mol L-1 NaCl a pH 7,0. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51 
mg de proteína total (soro humano diluído 5 vezes) a) Perfil cromatográfico: tampão de lavagem 
fosfato de sódio 25 mmol L-1, imidazol 2 mmol L-1  e 1 mol L-1 de NaCl a pH 7,0. Eluição (E): 
degrau de imidazol em fosfato de sódio 25 mmol L-1, imidazol 2 mmol L-1  e 1 mol L-1 de NaCl a 
pH 7,0, E1 - 20 mmol L-1, E2 -100 mmol L-1 e  E3 - 500 mmol L-1.   Regeneração (R): EDTA 100 
mmol L-1 a pH 7,0. b) Perfil eletroforético: M. Marcador de massa molecular, I. Injeção, L. 





Figura A.10.  Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Ni2+, a partir de uma solução de soro humano em fosfato de sódio 25 mmol L-1 e imidazol 2 
mmol L-1  a pH 7,0. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51 mg de proteína 
total (soro humano diluído 5 vezes) a) Perfil cromatográfico: tampão de lavagem fosfato de 
sódio 25 mmol L-1  e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0. Eluição (E): degrau de imidazol em fosfato 
de sódio 25 mmol L-1 a pH 7,0, E1 - 20 mmol L-1, E2 -100 mmol L-1  e  E3 - 500 mmol L-1.  
Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1 a pH 7,0. b) Perfil eletroforético: M. Marcador de massa 
molecular, I. Injeção, L. frações de lavagem, E1. frações da E1, E2. frações E2, IgG. Marcador 
de IgG. 
 
Tabela A.5. Balanço de massa da cromatografia utilizando tampão de equilíbrio fosfato 
de sódio 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0 e dessorção por aumento da 
concentração de imidazol, E1. 20 mmol L-1, E2. 100 mmol L-1 e E3. 500 mmol L-1, 
utilizando o sistema PEVA-CM-Asp-Ni2+. 
Fração 
Presença de NaCl Ausência de NaCl 
(mg)a (%)b (mg)a (%)b 
Injeção 51,56 100,00 50,56 100,00 
Lavagem 50,13 97,23 44,14 98,38 
E1 1,28 2,49 1,14 2,55 
E2 0,19 0,38 1,56 3,49 
E3 0,02 0,03 0,35 0,78 
Regeneração 0,03 0,05 0,06 0,13 
Total 51,65 100,18 47,26 105,32 
a Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (Método de Bradford, 1976) 
b Percentagem relativa à massa de proteína total de injeção. 





Figura A.11. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Co2+, a partir de uma solução de soro humano em fosfato de sódio 25 mmol L-1, imidazol 2 
mmol L-1 e 1,0 mol L-1 de NaCl a pH 7,0. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: 
~51 mg de proteína total (soro humano diluído 5 vezes). a) Perfil cromatográfico: tampão de 
lavagem fosfato de sódio 25 mmol L-1, imidazol 2 mmol L-1 e 1,0 mol L-1 de NaCl a pH 7,0. 
Eluição (E): degrau de imidazol em fosfato 25 mmol L-1 e 1,0 mol L-1 de NaCl a pH 7,0, E1 - 20 
mmol/L, E2 -100 mmol/L e  E3 - 500 mmol/L. Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1 a pH 7,0. b) 
Perfil eletroforético: M. Marcador de massa molecular, I. Injeção, L. frações de lavagem, E1. 















Figura A.12. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Co2+, a partir de uma solução de soro humano em fosfato de sódio 25 mmol L-1 e imidazol 2 
mmol L-1 a pH 7,0. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51 mg de proteína 
total (soro humano diluído 5 vezes) a) Perfil cromatográfico: tampão de lavagem fosfato de 
sódio 25 mmol L-1  e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0. Eluição (E): degrau de imidazol em fosfato 
de sódio 25 mmol L-1 a pH 7,0, E1 - 20 mmol L-1, E2 -100 mmol L-1 e  E3 - 500 mmol L-1. 
Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1 a pH 7,0. b) Perfil eletroforético: M. Marcador de massa 
molecular, I. Injeção, L. frações de lavagem, E1. frações da E1, E2. frações E2, E3. frações E3, 
IgG. Marcador de IgG. 
 
Tabela A.6. Balanço de massa da cromatografia utilizando tampão de equilíbrio fosfato 
de sódio 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0 e dessorção por aumento da 
concentração de imidazol, E1. 20 mmol L-1, E2. 100 mmol L-1 e E3. 500 mmol L-1, 
utilizando o sistema PEVA-CM-Asp-Co2+. 
Fração 
Presença de NaCl Ausência de NaCl 
(mg)a (%)b (mg)a (%)b 
Injeção 48,29 100,00 51,73 100,00 
Lavagem 44,18 91,48 51,68 99,90 
E1 0,37 0,76 0,91 1,75 
E2 0,17 0,34 1,19 2,31 
E3 0,14 0,29 0,36 0,70 
Regeneração 0,05 0,11 0,08 0,16 
Total 44,90 92,98 54,23 104,83 
a Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (Método de Bradford, 1976) 
b Percentagem relativa à massa de proteína total de injeção. 












Sistema tamponante Hepes-imidazol 
 
Figura A.13. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Ni2+, a partir de uma solução de soro humano em Hepes 25 mmol L-1, imidazol 2 mmol L-1  e 1,0 
mol L-1 de NaCL a pH 7,0. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51mg de 
proteína total (soro humano diluído 5 vezes). a) Perfil cromatográfico: tampão de lavagem 
Hepes 25 mmol L-1, imidazol 2 mmol L-1  e 1,0 mol L-1 de NaCl a pH 7,0. Eluição (E): degrau de 
imidazol em Hepes 25 mmol L-1  e 1,0 mol L-1 NaCl a pH 7,0, E1 - 20 mmol L-1, E2 -100 mmol L-1 
e  E3 - 500 mmol L-1.   Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1 a pH 7,0. b) Perfil eletroforético: 
M. Marcador de massa molecular, I. Injeção, L. frações de lavagem, E1. frações da E1, IgG. 













Figura A.14.  Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Ni2+, a partir de uma solução de soro humano em Hepes 25 mmol L-1 e 2 mmol L-1 de imidazol a 
pH 7,0. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51mg de proteína total (soro 
humano diluído 5 vezes). a) Perfil cromatográfico: tampão de lavagem Hepes 25 mmol L-1 e 2 
mmol L-1 de imidazol a pH 7,0; dessorção: degrau de imidazol em Hepes 25 mmol L-1 a pH 7,0, 
E1 - 20 mmol L-1, E2 -100 mmol L-1 e  E3 - 500 mmol L-1.   Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-
1 a pH 7,0. b) Perfil eletroforético: M. Marcador de massa molecular, I. Injeção, L. frações de 
lavagem, E1. frações da E1, E2. frações da E2, IgG. Marcador de IgG. 
 
Tabela A.7. Balanço de massa da cromatografia utilizando tampão de equilíbrio Hepes 
25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0 e dessorção por aumento da concentração 
de imidazol, E1. 20 mmol L-1, E2. 100 mmol L-1 e E3. 500 mmol L-1, utilizando o sistema 
PEVA-CM-Asp-Ni2+. 
Fração 
Presença de NaCl Ausência de NaCl 
(mg)a (%)b (mg)a (%)b 
Injeção 51,24 100,00 51,50 100,00 
Lavagem 46,14 90,03 49,88 96,85 
E1 0,74 1,45 0,53 1,02 
E2 0,21 0,42 4,84 9,40 
E3 0,06 0,11 0,49 0,95 
Regeneração 0,01 0,01 0,08 0,15 
Total 47,16 92,03 55,82 108,37 
a Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (Método de Bradford, 1976) 
b Percentagem relativa à massa de proteína total de injeção. 





Figura A.15.  Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Co2+, a partir de uma solução de soro humano em Hepes 25 mmol L-1, imidazol 2 mmol L-1e 1,0 
mol L-1de NaCl a pH 7,0. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51 mg de 
proteína total (soro humano diluído 5 vezes). a) Perfil cromatográfico: tampão de lavagem 
Hepes 25 mmol L-1, imidazol  2 mmol L-1e 1,0 mol L-1de NaCl a pH 7,0. Eluição (E): degrau de 
imidazol em Hepes 25 mmol L-1e 1,0 mol L-1de NaCl a pH 70, E1 - 20 mmol L-1, E2 -100 mmol L-
1e  E3 - 500 mmol L-1. Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1a pH 7,0. b) Perfil eletroforético: M. 
Marcador de massa molecular, I. Injeção, L. frações de lavagem, E1. frações da E1, IgG. 















Figura A.16. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Co2+, a partir de uma solução de soro humano em Hepes 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a 
pH 7,0. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51mg de proteína total (soro 
humano diluído 5 vezes). a) Perfil cromatográfico: tampão de lavagem Hepes 25 mmol L-1e 
imidazol 2 mmol L-1a pH 7,0. Eluição (E): degrau de imidazol em Hepes 25 mmol L-1a pH 7,0, 
E1 - 20 mmol L-1, E2 -100 mmol L-1e  E3 - 500 mmol L-1. Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1a 
pH 7,0. b) Perfil eletroforético: M. Marcador de massa molecular, I. Injeção, L. frações de 
lavagem, E1. frações da E1, E2. frações da E2, E3. Frações E3, IgG.  Marcador de IgG. 
 
Tabela A.8. Balanço de massa da cromatografia utilizando tampão de equilíbrio Hepes 
25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0 e dessorção por aumento da concentração 
de imidazol, E1. 20 mmol L-1, E2. 100 mmol L-1 e E3. 500 mmol L-1, utilizando o sistema 
PEVA-CM-Asp-Co2+. 
Fração 
Presença de NaCl Ausência de NaCl 
(mg)a (%)b (mg)a (%)b 
Injeção 51,41 100,00 51,70 100,00 
Lavagem 50,41 98,08 50,71 98,07 
E1 0,85 1,66 0,71 1,37 
E2 0,21 0,40 3,98 7,70 
E3 0,23 0,46 0,52 1,00 
Regeneração 0,00 0,00 0,00 0,00 
Total 51,72 100,60 55,91 108,14 
a Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (Método de Bradford, 1976) 
b Percentagem relativa à massa de proteína total de injeção. 







Perfis cromatográficos e balanços de massa dos ensaios realizados com o 
adsorvente PEVA-CM-Asp-Ni2+ e PEVA-CM-Asp-Co2+ para os tampões de adsorção 
MA 25 mmol L-1 a pH 7,0, MA 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0, fosfato de 
sódio 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0 e Hepes 25 mmol L-1 e imidazol 2 
mmol L-1 a pH 7,0, na presença e ausência de sal.  
Sistema tamponante MA  
 
Figura B.1. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Ni2+, a partir de uma solução de soro humano em MA 25 mmol L-1 e 1,0 mol L-1 NaCl a pH 7,0. 
Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51 mg de proteína total (soro humano 
diluído 5 vezes) a) Perfil cromatográfico: Tampão de lavagem, MA 25 mmol L-1 e 1,0 mmol L-1 
de NaCl a pH 7,0. Eluição (E): abaixamento de pH MA 25 mmol L-1  e 1,0 mmol L-1 de NaCl pH 
4,0,  Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1 a pH 7,0. b) Perfil eletroforético: M. Marcador de 
massa molecular, I. Injeção, L. frações de lavagem, E. frações de eluição, R. frações da 







Figura B.2.  Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Ni2+, a partir de uma solução de soro humano em MA 25 mmol L-1 a pH 7,0. Volume do leito: 5,0 
mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51 mg de proteína total (soro humano diluído 5 vezes) a) 
Perfil cromatográfico: Tampão de lavagem, MA 25 mmol L-1 a pH 7,0. Eluição (E): abaixamento 
de pH MA 25 mmol L-1 pH 4,0,  Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1 a pH 7,0. b) Perfil 
eletroforético: M. Marcador de massa molecular, I. Injeção, L. frações de lavagem, E. frações de 
eluição, R. frações da regeneração, IgG. Marcador de IgG. 
 
Tabela B.1. Balanço de massa da cromatografia utilizando tampão de equilíbrio MA 25 
mmol L-1 a pH 7,0 e dessorção abaixamento de pH, E. pH 4,0, utilizando os sistemas 
PEVA-CM-Asp-Ni2+. 
Fração 
Presença de NaCl Ausência de NaCl 
(mg)a (%)b (mg)a (%)b 
Injeção 51,37 100,00 51,26 100,00 
Lavagem 50,62 98,54 43,75 85,34 
E 2,74 5,34 0,20 0,39 
Regeneração 0,72 1,40 8,63 16,85 
Total 54,08 105,28 52,58 102,58 
a Proteína total calculada por meio da dosagem de proteínas totais (Método de Bradford, 1976) 
b Percentagem relativa à massa de proteína total de injeção. 







Figura B.3. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Co2+, a partir de uma solução de soro humano em MA 25 mmol L-1 e 1,0 mol L-1 NaCl a pH 7,0. 
Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51 mg de proteína total (soro humano 
diluído 5 vezes). a) Perfil cromatográfico: Tampão de lavagem, MA 25 mmol L-1 e 1,0 mol L-1 de 
NaCl a pH 7,0. Eluição (E): abaixamento de pH MA 25 mmol L-1 e 1,0 mol L-1 de NaCl pH 4,0,  
Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1 a pH 7,0. b) Perfil eletroforético: M. Marcador de massa 




Figura B.4. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Co2+, a partir de uma solução de soro humano em MA 25 mmol L-1 a pH 7,0. Volume do leito: 
5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção:~51 mg de proteína total (soro humano diluído 5 vezes). a) 
Perfil cromatográfico: Tampão de lavagem, MA 25 mmol L-1 a pH 7,0. Eluição (E): abaixamento 
de pH MA 25 mmol L-1 pH 4,0,  Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1 a pH 7,0. b) Perfil 
eletroforético: M. Marcador de massa molecular, I. Injeção, L. frações de lavagem, R. frações da 





Tabela B.2. Balanço de massa da cromatografia utilizando tampão de equilíbrio MA 25 
mmol L-1 a pH 7,0 e dessorção abaixamento de pH, E. pH 4,0, utilizando os sistemas 
PEVA-CM-Asp-Co2+. 
Fração 
Presença de NaCl Ausência de NaCl 
(mg)a (%)b (mg)a (%)b 
Injeção 51,60 100,00 51,64 10,00 
Lavagem 51,36 99,53 45,58 94,08 
E 0,88 1,70 0,11 0,21 
Regeneração 0,32 0,62 3,56 6,90 
Total 52,56 101,86 52,26 101,20 
a Proteína total calculada por meio da dosagem de proteínas totais (Método de Bradford, 1976) 
b Percentagem relativa à massa de proteína total de injeção. 
1 mL de membrana equivale a 0,25 g seca. 
 
 
Sistema tamponante MA-imidazol  
 
Figura B.5. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Ni2+, a partir de uma solução de soro humano em MA 25 mmol L-1, imidazol 2 mmol L-1 e 1,0 mol 
L-1 de NaCl a pH 7,0. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51 mg de proteína 
total (soro humano diluído 5 vezes) a) Perfil cromatográfico: tampão de lavagem MA 25 mmol L-
1, imidazol 2 mmol L-1 e 1,0 mol L-1 NaCl a pH 7,0. Eluição (E): degrau de imidazol em MA 25 
mmol L-1 e 1,0 mol L-1 NaCl a pH 7,0. E1 - 20 mmol L-1. E2 -100 mmol L-1 e  E3 - 500 mmol L-1. 
Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1a pH 7,0. b) Perfil eletroforético: M. Marcador de massa 






Figura B.6.  Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Ni2+, a partir de uma solução de soro humano em MA 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 
7,0. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51 mg de proteína total (soro 
humano diluído 5 vezes) a) Perfil cromatográfico: tampão de lavagem MA 25 mmol L-1 e 
imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0. Eluição (E): degrau de imidazol em MA 25 mmol L-1 a pH 7,0, E1 - 
20 mmol L-1, E2 -100 mmol L-1 e  E3 - 500 mmol L-1.   Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1 a 
pH 7,0. b) Perfil eletroforético: M. Marcador de massa molecular, I. Injeção, L. frações de 
lavagem, E1. frações da E1, E2. frações E2, E3. Frações E3, IgG. Marcador de IgG. 
 
Tabela B.3. Balanço de massa da cromatografia utilizando tampão de equilíbrio MA 25 
mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0 e dessorção por aumento da concentração de 




Presença de NaCl Ausência de NaCl 
(mg)a (%)b (mg)a (%)b 
Injeção 51,19 100,00 51,27 100,00 
Lavagem 51,11 99,85 51,81 101,06 
E1 1,59 3,10 1,26 2,47 
E2 0,32 0,62 1,80 3,40 
E3 0,25 0,49 0,39 0,77 
Regeneração 0,16 0,32 0,02 0,04 
Total 53,43 104,38 55,23 107,74 
a Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (Método de Bradford, 1976) 
b Percentagem relativa à massa de proteína total de injeção. 





Figura B.7.  Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Co2+, a partir de uma solução de soro humano em MA 25 mmol L-1, imidazol 2 mmol L-1 e 1,0 
mol L-1 de NaCl a pH 7,0.  Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51mg (soro 
humano diluído 5 vezes). a) Perfil cromatográfico: tampão de lavagem MA 25 mmol L-1, imidazol 
2 mmol L-1 e 1,0 mol L-1 de NaCl a pH 7,0.  Eluição (e): degrau de imidazol em MA 25 mmol L-1 
e 1,0 mol L-1 de NaCl pH 70, E1 - 20 mmol L-1, E2 -100 mmol L-1 e  E3 - 500 mmol L-1. 
Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1 a pH 7,0. b) Perfil eletroforético: M. Marcador de massa 





Figura B.8. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Co2+, a partir de uma solução de soro humano em MA 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 
7,0. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51 mg de proteína total (soro 
humano diluído 5 vezes) a) Perfil cromatográfico: tampão de lavagem MA 25 mmol L-1  e 
imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0. Eluição (E): degrau de imidazol em MA 25 mmol L-1 a pH 7,0, E1 - 
20 mmol L-1, E2 -100 mmol L-1 e  E3 - 500 mmol L-1.  Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1 a 
pH 7,0. b) Perfil eletroforético: M. Marcador de massa molecular, I. Injeção, L. frações de 




Tabela B.4. Balanço de massa da cromatografia utilizando tampão de equilíbrio MA 25 
mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0 e dessorção por aumento da concentração de 
imidazol, E1. 20 mmol L-1, E2. 100 mmol L-1 e E3. 500 mmol L-1, utilizando o sistema 
PEVA-CM-Asp-Co2+. 
Fração 
Presença de NaCl Ausência de NaCl 
(mg)a (%)b (mg)a (%)b 
Injeção 51,48 100,00 52,26 100,00 
Lavagem 45,33 88,06 51,10 99,71 
E1 0,62 1,21 1,24 2,42 
E2 0,16 0,32 2,34 4,57 
E3 0,14 0,26 0,61 1,19 
Regeneração 0,37 0,72 0,03 0,06 
Total 46,63 90,57 55,33 105,86 
a Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (Método de Bradford, 1976) 
b Percentagem relativa à massa de proteína total de injeção. 
1 mL de membrana equivale a 0,25 g seca. 
 
 
Sistema tamponante Fosfato de Sódio-imidazol 
 
Figura B.9.  Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Ni2+, a partir de uma solução de soro humano em fosfato de sódio 25 mmol L-1 e imidazol, 2 
mmol L-1  e 1 mol L-1 NaCl a pH 7,0. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51 
mg de proteína total (soro humano diluído 5 vezes) a) Perfil cromatográfico: tampão de lavagem 
fosfato de sódio 25 mmol L-1, imidazol 2 mmol L-1  e 1 mol L-1 de NaCl a pH 7,0. Eluição (E): 
degrau de imidazol em fosfato de sódio 25 mmol L-1, imidazol 2 mmol L-1  e 1 mol L-1 de NaCl a 
pH 7,0, E1 - 20 mmol L-1, E2 -100 mmol L-1 e  E3 - 500 mmol L-1.   Regeneração (R): EDTA 100 
mmol L-1 a pH 7,0. b) Perfil eletroforético: M. Marcador de massa molecular, I. Injeção, L. 





Figura B.10.  Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Ni2+, a partir de uma solução de soro humano em fosfato de sódio 25 mmol L-1 e imidazol 2 
mmol L-1  a pH 7,0. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51 mg de proteína 
total (soro humano diluído 5 vezes) a) Perfil cromatográfico: tampão de lavagem fosfato de 
sódio 25 mmol L-1  e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0. Eluição (E): degrau de imidazol em fosfato 
de sódio 25 mmol L-1 a pH 7,0, E1 - 20 mmol L-1, E2 -100 mmol L-1  e  E3 - 500 mmol L-1.  
Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1 a pH 7,0. b) Perfil eletroforético: M. Marcador de massa 
molecular, I. Injeção, L. frações de lavagem, E1. frações da E1, E2. frações E2, IgG. Marcador 
de IgG. 
 
Tabela B.5. Balanço de massa da cromatografia utilizando tampão de equilíbrio fosfato 
de sódio 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0 e dessorção por aumento da 
concentração de imidazol, E1. 20 mmol L-1, E2. 100 mmol L-1 e E3. 500 mmol L-1, 
utilizando o sistema PEVA-CM-Asp-Ni2+. 
Fração 
Presença de NaCl Ausência de NaCl 
(mg)a (%)b (mg)a (%)b 
Injeção 51,00 100,00 51,88 100,00 
Lavagem 46,08 90,35 49,55 95,52 
E1 1,38 2,71 1,17 2,25 
E2 0,17 0,33 1,53 2,96 
E3 0,02 0,04 0,27 0,53 
Regeneração 0,03 0,05 0,09 0,17 
Total 47,67 93,48 52,62 101,43 
a Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (Método de Bradford, 1976) 
b Percentagem relativa à massa de proteína total de injeção. 





Figura B.11. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Co2+, a partir de uma solução de soro humano em fosfato de sódio 25 mmol L-1, imidazol 2 
mmol L-1 e 1,0 mol L-1 de NaCl a pH 7,0. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: 
~51 mg de proteína total (soro humano diluído 5 vezes). a) Perfil cromatográfico: tampão de 
lavagem fosfato de sódio 25 mmol L-1, imidazol 2 mmol L-1 e 1,0 mol L-1 de NaCl a pH 7,0. 
Eluição (E): degrau de imidazol em fosfato 25 mmol L-1 e 1,0 mol L-1 de NaCl a pH 7,0, E1 - 20 
mmol/L, E2 -100 mmol/L e  E3 - 500 mmol/L. Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1 a pH 7,0. b) 
Perfil eletroforético: M. Marcador de massa molecular, I. Injeção, L. frações de lavagem, E1. 
frações da E1, IgG. Marcador de IgG. 
 
 
Figura B.12. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Co2+, a partir de uma solução de soro humano em fosfato de sódio 25 mmol L-1 e imidazol 2 
mmol L-1 a pH 7,0. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51 mg de proteína 
total (soro humano diluído 5 vezes) a) Perfil cromatográfico: tampão de lavagem fosfato de 
sódio 25 mmol L-1  e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0. Eluição (E): degrau de imidazol em fosfato 
de sódio 25 mmol L-1 a pH 7,0, E1 - 20 mmol L-1, E2 -100 mmol L-1 e  E3 - 500 mmol L-1. 
Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1 a pH 7,0. b) Perfil eletroforético: M. Marcador de massa 
molecular, I. Injeção, L. frações de lavagem, E1. frações da E1, E2. frações E2, E3. frações E3, 




Tabela B.6. Balanço de massa da cromatografia utilizando tampão de equilíbrio fosfato 
de sódio 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0 e dessorção por aumento da 
concentração de imidazol, E1. 20 mmol L-1, E2. 100 mmol L-1 e E3. 500 mmol L-1, 
utilizando o sistema PEVA-CM-Asp-Co2+. 
Fração 
Presença de NaCl Ausência de NaCl 
(mg)a (%)b (mg)a (%)b 
Injeção 51,32 100,00 51,22 100,00 
Lavagem 47,72 92,98 49,81 97,25 
E1 0,43 0,84 0,92 1,79 
E2 0,22 0,44 1,36 2,66 
E3 0,07 0,14 0,38 0,74 
Regeneração 0,01 0,03 0,05 0,10 
Total 48,46 94,42 52,53 102,55 
a Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (Método de Bradford, 1976) 
b Percentagem relativa à massa de proteína total de injeção. 
1 mL de membrana equivale a 0,25 g seca. 
 
 
Sistema tamponante Hepes-imidazol  
 
Figura B.13. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Ni2+, a partir de uma solução de soro humano em Hepes 25 mmol L-1, imidazol 2 mmol L-1  e 1,0 
mol L-1 de NaCL a pH 7,0. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51mg de 
proteína total (soro humano diluído 5 vezes). a) Perfil cromatográfico: tampão de lavagem 
Hepes 25 mmol L-1, imidazol 2 mmol L-1  e 1,0 mol L-1 de NaCl a pH 7,0. Eluição (E): degrau de 
imidazol em Hepes 25 mmol L-1  e 1,0 mol L-1 NaCl a pH 7,0, E1 - 20 mmol L-1, E2 -100 mmol L-1 
e  E3 - 500 mmol L-1.   Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1 a pH 7,0. b) Perfil eletroforético: 
M. Marcador de massa molecular, I. Injeção, L. frações de lavagem, E1. frações da E1, IgG. 





Figura B.14.  Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Ni2+, a partir de uma solução de soro humano em Hepes 25 mmol L-1 e 2 mmol L-1 de imidazol a 
pH 7,0. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51mg de proteína total (soro 
humano diluído 5 vezes). a) Perfil cromatográfico: tampão de lavagem Hepes 25 mmol L-1 e 2 
mmol L-1 de imidazol a pH 7,0; dessorção: degrau de imidazol em Hepes 25 mmol L-1 a pH 7,0, 
E1 - 20 mmol L-1, E2 -100 mmol L-1 e  E3 - 500 mmol L-1.   Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-
1 a pH 7,0. b) Perfil eletroforético: M. Marcador de massa molecular, I. Injeção, L. frações de 
lavagem, E1. frações da E1, E2. frações da E2, IgG. Marcador de IgG. 
 
Tabela B.7. Balanço de massa da cromatografia utilizando tampão de equilíbrio Hepes 
25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0 e dessorção por aumento da concentração 
de imidazol, E1. 20 mmol L-1, E2. 100 mmol L-1 e E3. 500 mmol L-1, utilizando o sistema 
PEVA-CM-Asp-Ni2+. 
Fração 
Presença de NaCl Ausência de NaCl 
(mg)a (%)b (mg)a (%)b 
Injeção 51,86 100,00 57,47 100,00 
Lavagem 51,33 98,98 48,69 94,61 
E1 0,91 1,75 0,83 1,61 
E2 0,35 0,68 4,40 8,54 
E3 0,07 0,13 0,30 0,59 
Regeneração 0,06 0,12 0,03 0,05 
Total 52,72 101,65 54,24 108,37 
a Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (Método de Bradford, 1976) 
b Percentagem relativa à massa de proteína total de injeção. 





Figura B.15.  Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Co2+, a partir de uma solução de soro humano em Hepes 25 mmol L-1, imidazol 2 mmol L-1e 1,0 
mol L-1de NaCl a pH 7,0. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51 mg de 
proteína total (soro humano diluído 5 vezes). a) Perfil cromatográfico: tampão de lavagem 
Hepes 25 mmol L-1, imidazol  2 mmol L-1e 1,0 mol L-1de NaCl a pH 7,0. Eluição (E): degrau de 
imidazol em Hepes 25 mmol L-1e 1,0 mol L-1de NaCl a pH 70, E1 - 20 mmol L-1, E2 -100 mmol L-
1e  E3 - 500 mmol L-1. Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1a pH 7,0. b) Perfil eletroforético: M. 
Marcador de massa molecular, I. Injeção, L. frações de lavagem, E1. frações da E1, IgG. 




Figura B.16. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas em PEVA-CM-Asp-
Co2+, a partir de uma solução de soro humano em Hepes 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a 
pH 7,0. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL min-1. Injeção: ~51mg de proteína total (soro 
humano diluído 5 vezes). a) Perfil cromatográfico: tampão de lavagem Hepes 25 mmol L-1e 
imidazol 2 mmol L-1a pH 7,0. Eluição (E): degrau de imidazol em Hepes 25 mmol L-1a pH 7,0, 
E1 - 20 mmol L-1, E2 -100 mmol L-1e  E3 - 500 mmol L-1. Regeneração (R): EDTA 100 mmol L-1a 
pH 7,0. b) Perfil eletroforético: M. Marcador de massa molecular, I. Injeção, L. frações de 





Tabela B.8. Balanço de massa da cromatografia utilizando tampão de equilíbrio Hepes 
25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0 e dessorção por aumento da concentração 
de imidazol, E1. 20 mmol L-1, E2. 100 mmol L-1 e E3. 500 mmol L-1, utilizando o sistema 
PEVA-CM-Asp-Co2+. 
Fração 
Presença de NaCl Ausência de NaCl 
(mg)a (%)b (mg)a (%)b 
Injeção 51,53 100,00 51,65 100,00 
Lavagem 48,42 93,95 44,51 86,18 
E1 0,56 1,08 0,84 1,64 
E2 0,16 0,30 3,99 7,73 
E3 0,17 0,34 0,54 1,04 
Regeneração 0,01 0,02 0,10 0,20 
Total 49,31 95,69 49,98 96,78 
a Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (Método de Bradford, 1976) 
b Percentagem relativa à massa de proteína total de injeção. 






Curvas de ruptura, perfis cromatográficos, balanços de massa e perfis 
eletroforéticos dos ensaios de filtração em mini-módulo para o adsorvente PEVA-CM-
Asp-Ni2+  e PEVA-CM-Asp-Co2+ para o tampão de adsorção fosfato de sódio 25 mmol L-
1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0 na ausência de sal. 
 
Figura C.1.  Curva de ruptura obtida para PEVA-CM-Asp-Ni2+. Vazão de filtrado:QF = 0,5 mL 
min-1. Tampão de adsorção: fosfato de sódio 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0. 
Injeção: 4,0 mL de soro diluído 2,5 e 5,0 vezes (160 a 190 mg proteínas totais). 
 
Figura C.2.  Curva de ruptura obtida para PEVA-CM-Asp-Co2+. Vazão de filtrado:QF = 0,5 mL 
min-1. Tampão de adsorção: fosfato de sódio 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0. 







Figura C.3.  Perfil cromatográfico das frações de eluição das cromatografias realizadas em 
PEVA-CM-Asp-Ni2+ em duas diluições do soro humano em fosfato de sódio a pH 7,0. a) 2,5 
vezes; b) 5,0 vezes.  Eluição: aumento concentração de imidazol. E1, 20 mmol L-1; E2, 100 








Figura C.4.  Perfil cromatográfico das frações de eluição das cromatografias realizadas em 
PEVA-CM-Asp-Co2+ em duas diluições do soro humano em fosfato de sódio a pH 7,0. a) 2,5 
vezes; b) 5,0 vezes.  Eluição: aumento concentração de imidazol. E1, 20 mmol L-1; E2, 100 











Tabela C.1. Balanço de massa das curvas de ruptura de soro humano diluído 2,5 e 5,0 
vezes em tampão fosfato de sódio 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 a pH 7,0 e 
dessorção por aumento da concentração de imidazol, utilizando as membranas PEVA-
CM-Asp-Ni2+ e PEVA-CM-Asp-Co2+.  
Etapas 
Ni2+ Co2+ 













Injeção 184,73 100,0 187,18 100,0 186,01 100,0 189,89 100,0 
Filtrado 32,51 17,6 22,83 12,2 16,89 9,1 22,64 11,9 
Retido 74,02 40,1 81,04 43,3 60,07 32,3 89,50 47,1 
Lavagem 85,18 46,1 95,21 50,9 88,82 47,8 102,93 54,2 
E1 0,98 0,5 1,34 0,7 0,19 0,1 0,57 0,3 
E2 1,64 0,9 1,44 0,8 1,21 0,7 1,16 0,6 
E3 0,69 0,4 0,55 0,3 0,30 0,2 0,46 0,2 
Reg. 0,32 0,2 0,13 0,1 0,48 0,3 0,00 0,0 
Recuperação 194,65 105,8 202,53 108,3 167,65 90,5 216,79 114,8 
PTa 
adsorvidas 3,63 2,0 3,46 1,9 2,18 1,3 2,19 3,8 
a Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (Método de Bradford, 1976) 
b Percentagem relativa à massa de proteína total de injeção. 




Figura C.5.  Eletroforese da filtração em PEVA-CM-Asp-Ni2+ utilizando o tampão fosfato de 
sódio 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 injetando 4,0 mL de soro humano nas diluições: a) 2,5 
vezes. H. Marcador de alta massa molecular, I. Amostra da injeção, 3-10. Amostras de filtrado, 
E1. Amostras da E1, E2. Amostras da E2. E3. Amostras E3, IgG: Marcador de IgG. b) 5,0 
vezes. H. Marcador de alta massa molecular, I. Amostra da injeção, 1-10. Amostras de filtrado, 





Figura C.6.  Eletroforese da filtração em PEVA-CM-Asp-Co2+ utilizando o tampão fosfato de 
sódio 25 mmol L-1 e imidazol 2 mmol L-1 injetando 4,0 mL de soro humano nas diluições: a) 2,5 
vezes. H. Marcador de alta massa molecular, I. Amostra da injeção, 4-10. Amostras de filtrado, 
E1. Amostras da E1, E2. Amostras da E2. E3. Amostras E3, IgG: Marcador de IgG. b) 5,0 
vezes. H. Marcador de alta massa molecular, I. Amostra da injeção, 2-10. Amostras de filtrado, 
E2. Amostras da E2, IgG. Marcador de IgG. 
 
 
 
 
